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RESUMO 
 
Estudos prévios clínicos e pré-clínicos sugerem o envolvimento do córtex orbitofrontal 
(COF) e da neurotransmissão glutamatérgica no transtorno obsessivo-compulsivo 
(TOC). A ketamina, um antagonista não competitivo dos receptores glutamatérgicos 
NMDA, demonstrou um efeito antidepressivo rápido e persistente. O efeito 
antidepressivo da ketamina parece ser mediado não apenas pelo bloqueio direto dos 
receptores NMDA, mas também pela ativação de receptores glutamatérgicos AMPA, 
aumento dos níveis extracelulares de serotonina (5-HT) ligado à ativação dos 
receptores 5-HT1A e redução da síntese de óxido nítrico (NO) associada à inibição da 
enzima óxido nítrico sintase (NOS). A ketamina também parece ter rápidos efeitos 
antiobsessivo e anticompulsivo em estudos pré-clínicos e clínicos. No entanto, não há 
estudos publicados até o momento que investiguem os mecanismos responsáveis por 
esse efeito da ketamina. Portanto, avaliamos se o efeito tipo-anticompulsivo da S-
ketamina em camundongos expostos ao teste de enterrar esferas (TEE) envolve o 
COF e depende da ativação dos receptores AMPA, facilitação da neurotransmissão 
serotoninérgica e inibição da via nitrérgica. Os resultados mostraram que a 
administração sistêmica (10 mg/kg) e intra-COF (10 nmol/0,1 μl/lado) de S-ketamina 
reduziu o comportamento de enterrar esferas sem afetar a atividade locomotora 
espontânea em camundongos, sugerindo um efeito agudo tipo-anticompulsivo. Além 
disso, o pré-tratamento com NBQX (3 mg/kg; antagonista do receptor AMPA) 
bloqueou o efeito tipo-anticompulsivo da S-ketamina. No entanto, o pré-tratamento 
com p-CPA (150 mg/kg/dia; inibidor da síntese de 5-HT), WAY100635 (3 mg/kg; 
antagonista do receptor 5-HT1A) ou L-arginina (500 mg/kg; precursor do NO) não 
bloqueou o efeito da S-ketamina no TEE. Além disso, a associação de doses 
subefetivas de L-NAME (10 mg/kg; inibidor da NOS) e S-ketamina (3 mg/kg), que não 
induziram nenhum efeito quando administradas isoladamente, promoveu um efeito 
tipo-anticompulsivo. Em conclusão, o efeito tipo-anticompulsivo da S-ketamina parece 
ser o resultado de sua ação no COF, depende da ativação dos receptores AMPA e 
também parece envolver a via nitrérgica.  
 
Palavras-chave: transtorno obsessivo-compulsivo; ketamina; córtex orbitofrontal; 
receptor AMPA; óxido nítrico; teste de enterrar esferas. 
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ABSTRACT 
   
Previous clinical and pre-clinical studies suggest the involvement of orbitofrontal cortex 
(OFC) and glutamatergic neurotransmission in obsessive-compulsive disorder (OCD). 
Ketamine, a non-competitive NMDA glutamatergic receptor antagonist, has shown a 
rapid and long lasting antidepressant effect. The antidepressant effect of ketamine 
seems to be mediated not only by directly blockade of NMDA receptors, but also by 
activation of AMPA glutamatergic receptors, increase in extracellular serotonin (5-HT) 
levels linked to activation of 5-HT1A receptors, and reduction of nitric oxide (NO) 
synthesis associated to inhibition of nitric oxide synthase (NOS). Ketamine also seems 
to have rapid anti-obsessive and anti-compulsive effects in clinical and pre-clinical 
studies. However, there are not studies published so far investigating the mechanisms 
responsible for this effect of ketamine. Thus, we assessed whether the anti-
compulsive-like effect of S-ketamine in mice exposed to the marble-burying test (MBT) 
involves the OFC and depends on activation of AMPA receptors, facilitation of 
serotonergic neurotransmission and inhibition of nitrergic pathway. Results showed 
that systemic (10 mg/kg) and intra-OFC (10 nmol/0.1 μl/side) administration of S-
ketamine reduces marble burying behavior without affecting spontaneous locomotor 
activity, suggesting an acute anti-compulsive-like effect. In addition, pre-treatment with 
NBQX (3 mg/kg; AMPA receptor antagonist) blocked the anti-compulsive-like effect of 
S-ketamine. However, pre-treatment with p-CPA (150 mg/kg/day; 5-HT synthesis 
inhibitor), WAY100635 (3 mg/kg; 5-HT1A receptor antagonist), or L-arginine (500 
mg/kg; nitric oxide precursor) did not counteract S-ketamine effect in the MBT. 
Moreover, associating sub-effective doses of L-NAME (10 mg/kg; NOS inhibitor) and 
S-ketamine (3 mg/kg), which did not induce any per se effect, promoted an anti-
compulsive-like effect. In conclusion, the anti-compulsive-like effect of S-ketamine 
appears to be a result of its action on OFC, depends on activation of AMPA receptors 
and also seems to involve the nitrergic pathway. 
 
 
 
 
Key words: obsessive-compulsive disorder; ketamine; orbitofrontal cortex; AMPA 
receptor; nitric oxide; marble burying test. 
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LISTA DE SIGLAS 
 
AC – adenililciclase 
AMPA – α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoazolepropiônico 
AMPc – monofosfato de adenosina cíclico 
APA – American Psychiatric Association (Associação Americana de Psiquiatria) 
Cainato – 2-carboxi-3-carboximetil-4- isopropenilpirrolidina 
CETC – via córtico-estriado-tálamo-cortical 
COF – córtex orbitofrontal 
CPF – córtex pré-frontal 
EAAC1 – transportador 1 de aminoácido excitatório 
GMPc – monofostato de guanosina cíclico 
5-HIAA – ácido 5-hidroxi-indol acético 
5-HT – serotonina (5-hidroxitriptamina) 
iGluR – receptores glutamatérgicos ionotrópicos 
IMAO – inibidores da monoamina oxidase 
IRS – inibidores da recaptação de serotonina 
ISRN – inibidores seletivos da recaptação de noradrenalina 
ISRS – inibidores seletivos da recaptação de serotonina 
LCR – líquido cefalorraquidiano 
L-NAME – L-nitroarginina metil éster 
MAO-A – monoamina oxidase do tipo A 
NBQX – 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-sulfoamoilbenzo(f)-quinozalino 
NMDA – N- Metil-D-Aspartato 
NO – óxido nítrico 
NOS – óxido nítrico sintase 
NOSe – óxido nítrico sintase endotelial 
NOSi – óxido nítrico sintase induzível 
NOSn – óxido nítrico sintase neuronial 
p-CPA – para-clorofenilalanina 
SNC – sistema nervoso central 
TCC – terapia cognitivo-comportamental 
TEE – teste de enterrar esferas 
TNF – teste do nado forçado 
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TOC – transtorno obsessivo-compulsivo 
WHO - World Health Organization (Organização Mundial da Saúde)  
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1 INTRODUÇÃO 
 
1.1 TRANSTORNO OBSESSIVO-COMPULSIVO 
 
1.1.1 Conceitos e características epidemiológicas 
 
O transtorno obsessivo-compulsivo (TOC) é um transtorno psiquiátrico caracterizado 
pela presença de obsessões e/ou compulsões, que consomem tempo e prejudicam 
severamente a rotina do indivíduo, em suas atividades acadêmicas, profissionais ou 
sociais, reduzindo a qualidade de vida. As obsessões são pensamentos, imagens ou 
impulsos involuntários e recorrentes que causam acentuada ansiedade e sofrimento, 
fazendo com que os indivíduos tentem suprimi-las ou neutralizá-las com as 
compulsões, que são comportamentos ou pensamentos repetitivos que o indivíduo 
executa voluntariamente com o objetivo de reduzir a ansiedade e o sofrimento 
desencadeados pelas obsessões. Apesar de serem atos voluntários, as compulsões 
são realizadas pelos indivíduos com apatia, mesmo com o alívio da ansiedade e do 
sofrimento. Além disso, as compulsões não têm uma conexão realista com o que os 
indivíduos visam neutralizar ou são notoriamente excessivas (AMERICAN 
PSYCHIATRIC ASSOCIATION [APA], 2013).  
Os membros familiares dos indivíduos com TOC geralmente adaptam suas rotinas em 
função dos sintomas do paciente (COOPER, 1996). Os comportamentos mais 
frequentemente adotados pelos familiares incluem participar ou assistir o paciente 
executar as compulsões, obedecer as regras e exigências do paciente e realizar 
determinadas atividades para evitar o aparecimento dos sintomas obsessivos e 
compulsivos (ALBERT; BAFFA; MAINA, 2017). Essa acomodação familiar está 
associada a maior gravidade do TOC e é um fator atenuante da eficácia do tratamento 
em pacientes com este transtorno (LEBOWITZ et al., 2012). 
O TOC é um transtorno fenotipicamente heterogêneo (HIRSCHTRITT; BLOCH; 
MATHEWS, 2017) e etiologicamente complexo (LÓPEZ-SOLÀ et al., 2016), com 
múltiplos fatores genéticos e ambientais que podem contribuir para o seu 
desenvolvimento (PAULS et al., 2014). 
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Os tipos e as intensidades dos sintomas do TOC podem variar amplamente entre os 
pacientes (KATERBERG et al., 2010; STORCH et al., 2015). A tabela 1 mostra as 
obsessões e as compulsões correspondentes mais comuns no TOC (HIRSCHTRITT; 
BLOCH; MATHEWS, 2017). No Brasil, os três sintomas mais prevalentes são: 
obsessão por medo de contaminação e compulsão por limpeza e higienização; 
obsessão por simetria e compulsão por organização e alinhamento; e obsessão por 
imagens ou impulsos de teor agressivo e compulsão por pensamentos ou 
comportamentos que anulem ou evitem a imagem ou o impulso agressivo (MIGUEL 
et al., 2008; TORRES et al., 2016).  
 
 
Obsessões Exemplos específicos Compulsões Exemplos específicos 
Contaminação 
Medo de contrair uma 
doença 
Limpeza e 
higienização 
Higienização das mãos ou limpeza 
da casa ou de objetos de forma 
excessiva 
Dúvida 
Preocupação que a 
porta da casa está 
destrancada apesar de 
ter acabado de trancá-la 
Checagem 
Verificar repetidamente se as 
portas estão trancadas 
Agressão 
Imagem ou impulso de 
matar um ente querido 
Pensamentos 
repetitivos de 
anulação 
Pensar repetidamente que não é 
uma pessoa violenta ou evitar 
contato com objetos perigosos 
Simetria 
Angústia excessiva se 
os livros na estante não 
estiverem dispostos 
simetricamente 
Organização e 
alinhamento 
Organizar livros repetidamente 
para que as lombadas fiquem 
exatamente alinhadas 
Superstição 
Cores ou números que 
trazem sorte ou azar 
Comportamentos 
supersticiosos 
Evitar escrever números que 
trazem azar ou repetir uma 
atividade em um número de vezes 
que traria sorte 
 
Os sintomas obsessivos e compulsivos apresentam-se gradativamente geralmente na 
adolescência e, menos frequentemente, no início da juventude (ANHOLT et al., 2014; 
BRAKOULIAS et al., 2017; KATERBERG et al., 2010; MEDEIROS et al., 2017). No 
Brasil, o aparecimento dos sintomas ocorre, em média, entre 12,5 e 13,5 anos de 
idade (MIGUEL et al., 2008; SHAVITT et al., 2014). Entretanto, o diagnóstico clínico 
ocorre, em média, entre 29,5 e 31,5 anos de idade, ou seja, cerca de 18 anos após o 
aparecimento dos sintomas (MIGUEL et al., 2008). 
Tabela 1. Obsessões e compulsões comuns no TOC 
Fonte: adaptado de HIRSCHTRITT; BLOCH; MATHEWS, 2017 
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Caso o TOC não seja tratado, a taxa de remissão dos sintomas torna-se baixa e o 
curso da doença costuma ser crônico e complicado pelo possível aparecimento de 
comorbidades psiquiátricas (APA, 2013). Acima de 92% dos pacientes com TOC no 
Brasil apresentam pelo menos uma comorbidade em algum momento da vida, sendo 
as mais comuns a depressão, as fobias social e específica e o transtorno de ansiedade 
generalizada (SHAVITT et al., 2014; TORRES et al., 2016). 
O TOC afeta 1 a 3% da população mundial (WORLD HEALTH ORGANIZATION 
[WHO], 2009). A prevalência entre os sexos é modificada de acordo com a faixa etária. 
Como o início dos sintomas ocorre mais precocemente em crianças do sexo 
masculino, a prevalência é maior em meninos do que em meninas. Entretanto, o TOC 
acomete ligeiramente mais mulheres do que homens na fase adulta (APA, 2013). 
A tabela 2 mostra, resumidamente, os dados de um estudo realizado por Brakoulias e 
colaboradores (2017) em diferentes países sobre as principais características do TOC, 
relacionando a prevalência entre os sexos, a idade do surgimento dos sintomas e as 
comorbidades mais frequentes. Neste trabalho, os autores mostraram que o TOC 
atinge homens e mulheres em proporções semelhantes, com um modesto predomínio 
de pacientes do sexo feminino (50,8%, n = 1.887), à exceção da Índia. Além disso, 
entre os países analisados, o Brasil foi o que apresentou a idade mais precoce de 
início dos sintomas, com uma média de 12,7 anos. Outrossim, as comorbidades mais 
comumente encontradas foram o transtorno depressivo (28,4%, n = 1.055), o 
transtorno de ansiedade generalizada (19,3%, n = 716), fobia específica (19,2%, n = 
714) e fobia social (18,5%, n = 686). As amostras sul-africanas (17,5%, n = 99) e 
australianas (18,2%, n = 39) apresentaram taxas relativamente baixas do transtorno 
depressivo. As taxas de transtorno de ansiedade generalizada foram maiores nas 
amostras brasileira (33,6%, n = 321), australiana (30,8%, n = 66) e italiana (24,0%, n 
= 180). A fobia específica foi mais frequentemente nas amostras brasileira (31,0%, n 
= 296) e italiana (30,8%, n = 231), e a fobia social foi mais frequentemente na amostra 
brasileira (32,7%, n = 312). 
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 Tabela 2. Principais características do TOC em diferentes países 
 Austrália Brasil Índia Itália Japão 
África 
do Sul 
Espanha Total 
Tamanho amostral 
– N (%) 
219 
(5,9) 
955 
(25,7) 
802 
(21,6) 
750 
(20,2) 
322 
(8,7) 
565 
(15,2) 
98      
(2,6) 
3711 
(100) 
Sexo masculino – 
N (%) 
90    
(41,3) 
400 
(41,9) 
497 
(62,0) 
368 
(49,1) 
139 
(43,2) 
282 
(49,9) 
48     
(49,0) 
1824 
(49,2) 
Idade – ?̅? (σ) 
44,1 
(16,0) 
35,8 
(12,5) 
29,4 
(10,4) 
39,0 
(11,0) 
31,9 
(9,2) 
32,2 
(13,0) 
33,8 
(11,3) 
35,2 
(11,9) 
Idade no início 
sintomas – ?̅? (σ) 
18,4 
(11,4) 
12,7 
(7,3) 
* 
19,0 
(9,0) 
* * 
18,6 
(10,0) 
16,9 
(4,5) 
COMORBIDADES  
- Depressão – N 
(%) 
39,0 
(18,2) 
321 
(33,6) 
220 
(27,4) 
240 
(32,0) 
90 
(28,0) 
99 
(17,5) 
46    
(46,9) 
1055 
(28,4) 
- TAG – N (%) 
66    
(30,8) 
321 
(33,6) 
51 
(6,4) 
180 
(24,0) 
29 
(9,0) 
60 
(10,6) 
9        
(9,2) 
716 
(19,3) 
- Fobia social – N 
(%) 
38    
(17,8) 
312 
(32,7) 
101 
(12,6) 
120 
(16,0) 
58 
(18,0) 
48 
(8,5) 
9         
(9,2) 
686 
(18,5) 
- Fobia específica 
– N (%) 
42    
(19,6) 
296 
(31,0) 
9 
(1,1) 
231 
(30,8) 
59 
(18,3) 
73 
(12,9) 
4        
(4,1) 
714 
(19,2) 
TAG: transtorno de ansiedade generalizada; 𝐗: média; σ: desvio padrão; * dado não fornecido.     
Fonte: adaptado de BRAKOULIAS et al., 2017. 
 
 
1.1.2 Bases neurais do TOC 
 
Alguns estudos tem relacionado o aparecimento do TOC com uma disfunção da via 
córtico-estriado-tálamo-cortical (CETC) (LI; MODY, 2016; POSNER et al., 2014; 
TANG et al., 2016), que é composta principalmente por projeções glutamatérgicas e 
gabaérgicas (AHMARI; DOUGHERTY, 2015) e modulada principalmente por 
projeções serotoninérgicas dos núcleos da rafe (CHAKRABARTY et al., 2005) e 
dopaminérgicas da substância negra (PITTENGER; BLOCH; WILLIAMS, 2011). 
A via CETC pode ser dividida em duas vias: a direta e a indireta. Na via direta, 
projeções excitatórias glutamatérgicas partem do córtex frontal e chegam ao estriado. 
A ativação do estriado leva à inibição gabaérgica do globo pálido interno e da 
substância negra, os quais induzem efeito inibitório gabaérgico em menor intensidade 
ao tálamo.  Este, por sua vez desinibido, exerce ativação glutamatérgica ao córtex 
frontal. Esta via de sinalização funciona como um feedback positivo. Na via indireta, o 
estriado inibe, através da sinalização gabaérgica, o globo pálido externo, o qual exerce 
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um efeito inibitório gabaérgico reduzido sobre o núcleo subtatâmico. Uma vez 
desinibido, este núcleo ativa por meio da neurotransmissão glutamatérgica o globo 
pálido interno e a substância negra, os quais exercem um efeito inibitório gabaérgico 
ao tálamo. Este, por sua vez inibido, exerce ativação glutamatérgica reduzida ao 
córtex frontal. Esta via de sinalização funciona como um feedback negativo (Figura 
1A). Em pessoas saudáveis, as vias direta e indireta funcionam de forma equilibrada. 
Entretanto, em pacientes com TOC parece ocorrer uma atividade excessiva da via 
direta sobre a via indireta, elevando a ativação do córtex frontal e estriado (Figura 1B) 
(PAULS et al., 2014). 
 
Figura 1. Via córtico-estriado-tálamo-cortical (CETC). A) No funcionamento normal da via CETC, o 
córtex frontal ativa o estriado. Pela via direta, a ativação estriatal aumenta o sinal inibitório para o globo 
pálido interno e substância negra, o que reduz a inibição causada por estas regiões cerebrais ao tálamo, 
resultando na ativação do córtex frontal. Na via indireta, o estriado inibe o globo pálido externo, que 
exerce efeito inibitório reduzido ao núcleo subtalâmico, levando à ativação do globo pálido e a 
substância negra, os quais inibem o tálamo e, consequentemente, o córtex frontal. B) Em pacientes 
com TOC, parece ocorrer um desequilíbrio entre as vias direta e indireta, onde a primeira se sobrepõe 
à segunda, levando à hiperatividade do córtex frontal e estriado. Setas sólidas azuis indicam a 
neurotransmissão excitatória glutamatérgica e linhas tracejadas vermelhas indicam a neurotransmissão 
inibitória gabaérgica. 
Fonte: modificado de PAULS et al., 2014. 
A) 
B) 
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Estudos clínicos mostraram que as estruturas encefálicas pertencentes à via CETC 
estão relacionadas com os sintomas obsessivos e compulsivos, assim como 
apresentam alterações anatômicas e atividade excessiva em pacientes adultos com 
TOC em comparação aos pacientes saudáveis e tornam-se mais hiperativas quando 
os sintomas obsessivos são provocados (MAIA; COONEY; PETERSON, 2008; 
ROBINSON et al., 1995; WHITESIDE; PORT; ABRAMOWITZ, 2004).  
Uma estrutura do córtex frontal que vem se destacando em estudos clínicos e pré-
clínicos é o córtex orbitofrontal (COF). Por exemplo, Adler et al. (2000) mostraram que 
o COF apresentou-se mais hiperativo após exposição dos pacientes com TOC a 
estímulos que desencadearam sintomas obsessivos. Além disso, Swedo et al. (1992) 
revelaram que a redução do metabolismo de glicose no COF após tratamento 
medicamentoso foi diretamente correlacionada com a melhora dos sintomas 
obsessivos e compulsivos dos pacientes. Em estudos pré-clínicos, Ahmari et al.  
(2013) mostraram através da abordagem optogenética que a hiperestimulação breve 
e repetida de projeções glutamatérgicas que partem das sub-regiões medial e ventral 
do COF e chegam ao estriado de camundongos levou a um comportamento tipo-
compulsivo, que foi reduzido após o tratamento crônico com fluoxetina, um fármaco 
utilizado clinicamente para o tratamento do TOC. Entretanto, a estimulação da sub-
região lateral do COF parece reduzir o comportamento tipo-compulsivo (BURGUIÈRE 
et al., 2013). 
Portanto, considerando o envolvimento do COF na patogênese no TOC, essa região 
encefálica torna-se um importante objeto de novos estudos a fim de compreender 
melhor o seu papel na neurobiologia do transtorno e no desenvolvimento de novos 
tratamentos para o TOC. 
 
 
1.2 TRATAMENTO DO TOC 
 
Os objetivos do tratamento do TOC são diminuir a frequência e a gravidade dos 
sintomas, melhorando a qualidade de vida dos pacientes (APA, 2007). Clinicamente, 
os tratamentos de primeira escolha para o TOC são a terapia cognitivo-
comportamental (TCC) e os inibidores seletivos da recaptação de serotonina (ISRS) 
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(PITTENGER; BLOCH, 2014), que podem ser usados de forma combinada ou não 
dependendo da gravidade dos sintomas obsessivos e compulsivos do paciente (APA, 
2007).  
A TCC é uma psicoterapia que consiste fundamentalmente na apresentação repetida 
de estímulos que causam obsessões combinada com o controle da ansiedade e 
prevenção das respostas compulsivas (APA, 2007).  À medida que o contato 
prolongado e repetitivo com o estímulo ocorre, gradativamente verifica-se uma 
redução dos sintomas obsessivos e compulsivos diante do mesmo estímulo 
(LISSEMORE et al., 2018). No entanto, alguns estudos mostram que, apesar da TCC 
reduzir os sintomas obsessivos e compulsivos, apenas 39% dos pacientes 
apresentam melhora nos sintomas e muitos abandonam o tratamento (VAN BALKOM 
et al., 1998). 
Diversos fármacos da classe dos ISRS também são usados no tratamento do TOC 
(BOKOR; ANDERSON, 2014). Alguns estudos clínicos mostraram que ISRS, como a 
fluoxetina, a sertralina e a fluvoxamina, reduziram os sintomas obsessivos e 
compulsivos (GIASUDDIN et al., 2013; GOODMAN et al., 1989; LISSEMORE et al., 
2018). Porém, apenas 40 a 45% dos pacientes respondem ao tratamento e somente 
20 a 30% dos sintomas são reduzidos (GREIST et al., 1995). Outrossim, os resultados 
das pesquisas apontam que o tempo demandado para a obtenção de uma resposta 
clínica para os ISRS pode ser de até 12 semanas (KORAN; SIMPSON, 2013; 
PIZARRO et al., 2014).  
Dependendo do estado clínico do paciente, outros fármacos podem também ser 
utilizados para o tratamento do TOC, como a clomipramina, os antipsicóticos, os 
inibidores da monoaminaoxidase (IMAO), a mirtazapina e a buspirona (KORAN; 
SIMPSON, 2013). Um estudo mostrou que pacientes com TOC que não responderam 
completamente ao tratamento com inibidores da recaptação de serotonina (IRS), na 
dose máxima tolerada, apresentaram resultados significativos após adição de 
medicamentos antipsicóticos, como a risperidona e o haloperidol (BLOCH et al., 
2006). Apesar destes medicamentos produzirem efeitos aditivos benéficos para as 
pessoas com TOC, apenas um terço dos pacientes resistentes aos tratamentos 
apresentaram uma resposta clínica significativa durante tratamento com antipsicóticos 
(BLOCH et al., 2006).  
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Considerando que tanto a psicoterapia como a farmacoterapia recomendadas para o 
tratamento do TOC apresentam eficácia limitada, faz-se necessário o uso de modelos 
experimentais para o estudo de novas drogas ou alvos moleculares que podem ser 
úteis para o tratamento deste transtorno. 
 
 
1.3 TESTE DE ENTERRAR ESFERAS 
 
O efeito de potenciais drogas para o tratamento do TOC pode ser avaliado utilizando-
se modelos animais, os quais são desenvolvidos com o intuito de mimetizar ao 
máximo um transtorno psiquiátrico, buscando satisfazer os critérios de validação 
(validades de face, preditiva e construtiva). Dentre os modelos padronizados, o teste 
de enterrar esferas (TEE) é um dos que podem ser utilizados (D’ANGELO et al., 2014). 
O TEE propõe que o comportamento natural do roedor de enterrar esferas relaciona-
se com o sintoma compulsivo do TOC. Esta conduta do animal é repetitiva e não sofre 
habituação após exposição repetida (THOMAS et al., 2009). Esse teste, além de ser 
de fácil execução, dispensa a necessidade prévia de indução farmacológica do 
comportamento tipo-compulsivo. 
O comportamento de enterrar esferas pode ser reduzido por fármacos que atuam no 
sistema serotoninérgico. Njung'e e Handley (1991a) avaliaram o efeito agudo de 
diferentes classes de fármacos em camundongos no TEE. Os ISRS fluvoxamina, 
indalpina, citalopram e zimelidina e o agente liberador da serotonina fenfluramina 
reduziram o comportamento de enterrar esferas de forma dose-dependente no TEE. 
Este trabalho avaliou também o efeito da zimelidina durante e após 21 dias de 
tratamento e foi verificado que a droga reduziu o número de esferas enterradas até o 
décimo dia de tratamento. A partir dessa validação farmacológica, pode-se afirmar 
que o TEE é um modelo útil para screening de potenciais fármacos para o tratamento 
do TOC. Entretanto, o teste não diferencia efeito tipo-ansiolítico de efeito tipo-
anticompulsivo das drogas utilizadas, uma vez que detecta o efeito de 
benzodiazepínicos, como o diazepam, que parecem não ter efeito terapêutico no TOC 
(NJUNG’E; HANDLEY, 1991b). 
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1.4 GLUTAMATO E O TOC 
 
O glutamato é o principal neurotransmissor excitatório presente no sistema nervoso 
central (SNC) (DANYSZ et al., 1995; MACHADO-VIEIRA; MANJI; ZARATE, 2009) que 
desempenha um importante papel na plasticidade sináptica, aprendizagem e memória 
(SANACORA et al., 2008). Entretanto, o excesso de glutamato em estados 
patológicos pode levar à excitotoxicidade, causando redução da plasticidade sináptica 
e neural (DANYSZ et al., 1995; SANACORA et al., 2008; MACHADO-VIEIRA et al., 
2012).  
O glutamato pode interagir com receptores ionotrópicos e metabotrópicos localizados 
tanto em neurônios pré-sinápticos como em neurônios pós-sinápticos (MACHADO-
VIEIRA; MANJI; ZARATE, 2009). 
Os receptores glutamatérgicos ionotrópicos (iGluR) são formados por quatro 
subunidades arranjadas em forma de um canal iônico. Quando ativados, os iGluR  
alteram sua estrutura conformacional e permitem a passagem de íons canal de Na+, 
Ca2+ e K+, levando à despolarização da membrana neuronial e rápida ativação da via 
de sinalização (KEW; KEMP, 2005; DU et al., 2006). Há três tipos de iGluR: N-metil-
D-aspartato (NMDA), α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropiônico (AMPA) e 2-
carboxi-3-carboximetil-4-isopropenilpirrolidina (cainato) (KEW; KEMP, 2005). O 
receptor de interesse do presente estudo é o iGluR do tipo NMDA. 
O receptor NMDA pode ser formado a partir de sete subunidades: NR1, NR2A, NR2B, 
NR2C, NR2D, NR3A e NR3B (KEW; KEMP, 2005). A subunidade NR1 é o sítio de 
ligação da glicina, que é co-agonista (CULL-CANDY; BRICKLEY; FARRANT, 2001; 
SANACORA et al., 2008). O sítio de ligação do glutamato está localizado nas 
subunidades NR2A e NR2B (DU et al., 2006). Estas subunidades são amplamente 
expressas no córtex, estriado e tálamo (LAURIE et al., 1997). Estas regiões do SNC 
estão integram a via CETC, a qual está implicada com as funções cognitivas, como a 
inibição do comportamento compulsivo e a modulação da atividade motora (AHMARI; 
DOUGHERTY, 2015).  
Diferentes estudos sugerem que o glutamato está envolvido na fisiopatologia do TOC, 
uma vez que também foi verificada uma disfunção da neurotransmissão 
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glutamatérgica em estruturas que fazem parte da via CETC de pacientes com TOC 
(CHAKRABARTY et al., 2005; GRANT et al., 2007; PITTENGER; BLOCH; WILLIAMS, 
2011). Por exemplo, Rosenberg e colaboradores (2000) mostraram por meio da 
ressonância magnética que os níveis de glutamato estavam elevados no núcleo 
caudado de pacientes pediátricos com TOC que não haviam sido tratados. Este 
aumento da concentração de glutamato também foi observado no líquido 
cefalorraquidiano (LCR) dos pacientes (CHAKRABARTY et al., 2005). 
Alguns estudos também mostraram que determinadas alterações genéticas estão 
relacionadas com a neurotransmissão glutamatérgica e o TOC (ARNOLD et al., 2004,  
2006; WELCH et al., 2007). Por exemplo, polimorfismos em regiões que codificam o 
transportador que capta o glutamato da fenda sináptica (transportador de aminoácido 
excitatório 1, EAAC1) e a subunidade NR2B dos receptores NMDA estão relacionados 
com o TOC (ARNOLD et al., 2004,  2006). Estes genes são altamente expressos no 
córtex, estriado e tálamo (ARNOLD et al., 2004, 2006). Outro estudo mostrou que a 
deleção do gene Sapap3 induziu o comportamento excessivo de autolimpeza em 
camundongos. Este gene codifica a SAPAP3, uma proteína pós-sináptica altamente 
expressa em sinapses glutamatérgicas do estriado que está envolvida no processo de 
internalização de receptores NMDA e AMPA. Este mesmo estudo mostrou que os 
camundongos com deleção no gene Sapap3 apresentaram maior expressão das 
subunidades NR1 e NR2B de receptores NMDA e densidade pós-sináptica reduzida 
se comparado com os camundongos selvagens (WELCH et al., 2007). 
Estudos clínicos mostraram que a memantina e a amantadina, ambas antagonistas 
do receptor NMDA, reduziram os sintomas obsessivos e compulsivos quando foram 
inseridas no esquema de tratamento de pacientes resistentes aos ISRS, como 
fluoxetina, fluvoxamina, citalopram, escitalopram e paroxetina, e à clomipramina 
(ABOUJAOUDE; BARRY; GAMEL, 2009; STRYJER et al., 2014). Além disso, a 
memantina apresentou o efeito antiobsessivo e anticompulsivo em pacientes com 
comorbidades e que não apresentaram melhora dos sintomas quando utilizaram 
drogas que agem no sistema serotoninérgico e dopaminérgico, como os antipsicóticos 
atípicos (ABOUJAOUDE; BARRY; GAMEL, 2009). O riluzole, um inibidor da liberação 
e ação pós-sináptica do glutamato usado no tratamento da esclerose lateral 
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amiotrófica, apresentou resultado promissor ao reduzir os sintomas obsessivos e 
compulsivos em crianças resistentes ao tratamento para o TOC (GRANT et al., 2007). 
Outro fármaco que merece ser melhor investigado no TOC é a ketamina. Ela é um 
antagonista do receptor NMDA que se destaca por seu efeito antidepressivo rápido e 
persistente. 
 
 
1.5 KETAMINA E O TOC 
 
A ketamina é um antagonista não competitivo de receptores glutamatérgicos do tipo 
NMDA (ANIS et al., 1983). Atualmente, esta droga é clinicamente utilizada como 
anestésico, especialmente em casos de trauma, queimadura, choque hemodinâmico 
e doença asmática ativa (KOHRS; DURIEUX, 1998; DOMINO, 2010). 
Os efeitos anestésicos da ketamina são decorrentes de uma depressão dose-
dependente do SNC, conduzindo a uma anestesia do tipo dissociativa, que é 
caracterizada por um estado cataléptico. Os mecanismos sugeridos para essa forma 
de catalepsia incluem inibição eletrofisiológica das vias tálamo-corticais e estimulação 
do sistema límbico (KOHRS; DURIEUX, 1998). 
Devido à sua ação psicomimética, a ketamina produz efeitos psicológicos 
indesejáveis, como experiências extracorpóreas (sensação de flutuar fora do corpo), 
ilusões vívidas, alucinações e delírios (SILVA et al., 2010; WHITE et al., 1980). Além 
destes, o nistagmo com dilatação pupilar, a salivação, o lacrimejamento e o aumento 
global do tônus muscular são outros efeitos (OLIVEIRA et al., 2004).  
Por produzir efeitos tanto alucinógenos quanto estimulantes, esse antagonista NMDA 
é usado também como droga de abuso em baixas doses. A ketamina atua sobre o 
sistema límbico, córtex cerebral, gânglios da base e hipocampo, produzindo efeitos 
como elevação do humor, euforia, distorções visuais e auditivas, despersonalização, 
perda da realidade, de atenção, de habilidade de aprendizado e de memória (SILVA 
et al., 2010; VASCONCELOS et al., 2005). 
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A estrutura molecular da ketamina contém um centro quiral. Sendo assim, há dois 
isômeros opticamente ativos, a S-ketamina e a R-ketamina (REICH; SILVAY, 1989). 
Esses isômeros possuem propriedades farmacológicas diferentes. Estudos em 
animais demonstraram que a S-ketamina tem aproximadamente quatro vezes mais 
afinidade para o sítio de ligação da fenciclidina no receptor NMDA do que a R- 
ketamina (PFENNINGER; DURIEUX; HIMMELSEHER, 2002). A S-ketamina é duas 
vezes mais potente que a forma racêmica para prevenir a sensibilização central da 
medula espinhal. Essas diferenças nas propriedades farmacológicas refletem as 
desigualdades observadas na potência anestésica entre os enantiômeros S e R 
(JAKSCH et al., 2002). Esta droga pode ser obtida comercialmente como uma mistura 
racêmica (REICH; SILVAY, 1989; KOHRS; DURIEUX, 1998) ou como o enantiômero 
S (OLIVEIRA et al., 2004). 
Alguns estudos clínicos mostraram que a ketamina apresenta efeito antidepressivo 
rápido e duradouro em pacientes com transtorno depressivo (BERMAN et al., 2000; 
ZARATE et al., 2006). Um desses estudos mostrou que pacientes diagnosticados com 
depressão resistentes ao tratamento com diversas classes de drogas, como 
antidepressivos tricíclicos, ISRS, inibidores seletivos da recaptação de noradrenalina 
(ISRN), IMAO e antipsicóticos atípicos, apresentaram melhora rápida e intensa nos 
sintomas depressivos até sete dias após tratamento com uma única infusão de 
ketamina (ZARATE et al., 2006). Este efeito rápido é uma característica particular da 
ketamina, uma vez que antidepressivos tradicionais levam semanas para induzir efeito 
terapêutico, o que se torna um problema grave, dada à elevada taxa de suicídio em 
pacientes deprimidos principalmente nos primeiros nove dias após o início do 
tratamento (DUMAN et al., 2012; ZARATE et al., 2006). 
O efeito tipo-antidepressivo de dose subanestésica da ketamina foi demonstrado 
também em estudos realizados com animais (ENGIN; TREIT; DICKSON, 2009; 
MAENG et al., 2008; OWOLABI; AKANMU; ADEYEMI, 2014), em que foi possível 
mostrar o efeito tipo-antidepressivo rápido e persistente por até 14 dias após única 
administração desta droga (MAENG et al., 2008) e a potencialização do efeito tipo-
antidepressivo da fluoxetina, um ISRS, após tratamento prévio com este antagonista 
NMDA (OWOLABI; AKANMU; ADEYEMI, 2014).   
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Assim como no efeito anestésico, o efeito tipo-antidepressivo da ketamina também é 
diferente entre seus isômeros. A S-ketamina é mais potente que a R-ketamina, 
entretanto o isômero R apresenta efeito mais prolongado (FUKUMOTO et al., 2017) 
Embora o mecanismo de ação do efeito antidepressivo da ketamina ainda não esteja 
completamente elucidado, alguns trabalhos recentes levantaram algumas hipóteses. 
Homayoun e Moghaddam (2007) mostraram que o antagonismo no receptor NMDA 
bloqueia a atividade espontânea de interneurônios gabaérgicos, o que resulta na 
desinibição da neurotransmissão glutamatérgica e aumento de glutamato no córtex 
pré-frontal (CPF). O aumento do glutamato na fenda sináptica provocado pela 
ketamina (MOGHADDAM et al., 1997) favoreceria um aumento da ativação de 
receptores AMPA. Nesse sentido, a administração prévia de 2,3-dihidroxi-6-nitro-7-
sulfoamoilbenzo(f)-quinozalino (NBQX), um antagonista AMPA, bloquearia o efeito 
tipo-antidepressivo produzido pela ketamina no teste do nado forçado (TNF)1 (MAENG 
et al., 2008). O NBQX não apresenta nenhum efeito no TNF quando administrado 
sozinho (MAENG et al., 2008).  
Levando em consideração que os antidepressivos ISRS são os principais fármacos 
empregados no tratamento do TOC e que a ketamina destaca-se por seu efeito 
antidepressivo rápido e persistente, o efeito desta droga no TOC parece promissor. 
De fato, já existem alguns trabalhos que relacionam este antagonista NMDA e o TOC. 
Um estudo clínico realizado por Rodriguez e colaboradores (2013) mostrou que os 
pacientes diagnosticados com TOC que foram tratados com ketamina apresentaram 
redução rápida e significativa das obsessões durante a infusão do fármaco, que 
persistiu até por 1 semana. Além disso, um trabalho do nosso grupo e outros estudos 
pré-clínicos mostraram que a administração de ketamina em dose única reduz o 
comportamento de enterrar esferas em camundongos, sugerindo um efeito tipo-
anticompulsivo (BEIJAMINI et al., 2016; POPIK et al., 2017). Porém, não existem 
estudos pré-clínicos publicados até o momento que investiguem os mecanismos 
responsáveis pelo efeito da ketamina no TEE. 
                                                          
1 O TNF é um modelo utilizado para o screening de drogas antidepressivas. A redução significativa do 
tempo de imobilidade pode indicar que a droga possui efeito antidepressivo (PORSOLT; BERTIN; 
JALFRE, 1977) 
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Nesse sentido, nos propusemos a investigar o efeito da ketamina no comportamento 
de enterrar esferas após o pré-tratamento com drogas que bloqueiam o receptor 
AMPA, como o NBQX. Nossa hipótese seria de que o antagonista AMPA bloquearia 
o efeito tipo-anticompulsivo da ketamina. 
Além disso, parece que o mecanismo para o efeito antidepressivo da ketamina não 
envolve apenas a neurotransmissão glutamatérgica (NISHITANI et al., 2014; ZHANG 
et al., 2013). Dessa forma, é importante investigar no TEE outros mecanismos 
envolvidos no efeito da ketamina no TOC, considerando como alvo de pesquisa os 
neurotransmissores e regiões encefálicas que já foram implicadas no TOC. 
 
 
1.6 SEROTONINA, KETAMINA E O TOC 
 
A serotonina (5-HT) é um neurotransmissor abundante em neurônios dos núcleos da 
rafe, de onde partem projeções para o tronco cerebral e prosencéfalo. Os neurônios 
serotoninérgicos estão fortemente presentes em determinadas estruturas do SNC, 
como o córtex pré-frontal, hipocampo, estriado, tálamo e hipotálamo (AOUIZERATE 
et al., 2005). 
A síntese de 5-HT consiste primeiramente na conversão do triptofano pela enzima 
triptofano hidroxilase em 5-hidroxitriptofano. Este é transformado em 5-HT por uma 
reação de descarboxilação pela enzima L-aminoácido descarboxilase. A 5-HT 
produzida é então armazenada em vesículas pré-sinápticas e liberada para a fenda 
sináptica em resposta a estímulos despolarizantes. A ação deste neurotransmissor 
sobre os seus receptores é interrompida principalmente por captação através de 
proteínas transportadoras de 5-HT presentes na membrana dos terminais de axônios. 
Após ser captada da fenda sináptica, a 5-HT é degradada principalmente pela enzima 
monoamina oxidase do tipo A (MAO-A). Esta enzima converte a 5-HT em 5-hidroxi-
indol acetaldeído, o qual é metabolizado pela enzima mitocondrial aldeído 
desidrogenase, formando a ácido 5-hidroxi-indol acético (5-HIAA) (AOUIZERATE et 
al., 2005). Algumas drogas podem interferir na síntese ou na degradação de 5-HT, 
como a para-clorofenilalanina (p-CPA), que promove a depleção de 5-HT no SNC por 
inibir a enzima triptofano hidroxilase (KOE; WEISSMAN, 1966).  
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A 5-HT pode interagir com sete grupos de receptores (5-HT1 a 5-HT7), sendo os 
receptores do grupo 5-HT1 (5-HT1A, 5-HT1B, 5-HT1D, 5-HT1E, 5-HT1F) os de interesse 
para este trabalho. Os receptores do grupo  5-HT1 estão acoplados à proteína Gi/0 
inibitória, que regula a neurotransmissão serotoninérgica pela inibição da 
adenililciclase (AC) e diminuição da produção de monofosfato de adenosina cíclico 
(AMPc) (AOUIZERATE et al., 2005; HOYER; MARTIN, 1997).  
A ativação do receptor 5-HT1A promove uma cascata de sinalização intracelular, 
incluindo a inibição da formação de AMPc, inativação de canais de cálcio e ativação 
canais de potássio. De acordo com sua localização, os receptores 5-HT1A são 
classificados como autorreceptores ou heterorreceptores. Os autorreceptores 
encontram-se no corpo celular e dendritos de neurônios serotoninérgicos nos núcleos 
da rafe, onde sua ativação leva à hiperpolarização da membrana e redução dos níveis 
de serotonina nas áreas de projeção. Devido à sua função de regulação da 
neurotransmissão serotoninérgica, os autorreceptores dificultam o aumento inicial do 
nível extracelular de 5-HT pelos ISRS, postergando a resposta terapêutica. Entretanto, 
o uso constante de drogas desta classe dessensibiliza os autorreceptores 5-HT1A nos 
núcleos da rafe, permitindo o aumento da neurotransmissão serotoninérgica 
(GARCIA-GARCIA; NEWMAN-TANCREDI; LEONARDO, 2014). Por outro lado, os 
heterorreceptores 5-HT1A são localizados pós-sinapticamente principalmente em 
neurônios piramidais e em interneurônios gabaérgicos de regiões como o hipocampo, 
o córtex pré-frontal e a amígdala e sua ativação produz um potencial pós-sináptico 
inibitório (GARCIA-GARCIA; NEWMAN-TANCREDI; LEONARDO, 2014). 
A neurotransmissão serotoninérgica também está envolvida na patogênese do TOC. 
A sensibilidade alterada dos receptores de 5-HT e a diminuição da disponibilidade de 
5-HT extracelular podem ser fatores cruciais na fisiopatologia do TOC (AOUIZERATE 
et al., 2005). Um estudo experimental mostrou que a clomipramina, fluoxetina, 
paroxetina e citalopram apresentaram efeito tipo-anticompulsivo agudo significativo 
em camundongos no TEE (NICOLAS; KOLB; PRINSSEN, 2006). Além disso, um 
estudo clínico mostrou que os pacientes com TOC que foram tratados com citalopram 
e clomipramina apresentaram melhora mais intensa nos sintomas daqueles que foram 
tratados apenas com citalopram após 90 dias de tratamento (PALLANTI et al., 1999). 
Uma meta-análise de estudos randomizados e controlados mostrou que tratamentos 
com ISRS foram mais eficazes do que o placebo na redução dos sintomas do TOC 
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(SOOMRO et al., 2008). Sendo assim, estes resultados indicam que o aumento de 5-
HT na fenda sináptica causado pelos ISRS leva a uma melhora dos sintomas 
característicos do TOC. Entretanto, a melhora clínica do paciente pode levar algumas 
semanas para ocorrer e o alívio dos sintomas pode não ser completo (MACHADO-
VIEIRA et al., 2012; ZARATE et al., 2006). 
Além dos ISRS, a ketamina também eleva os níveis de 5-HT extracelular em regiões 
cerebrais como o córtex pré-frontal medial e este efeito parece depender, pelo menos 
em parte, da ativação de receptores AMPA, pois o antagonismo destes receptores 
pelo NBQX no núcleo dorsal da rafe bloqueou o aumento de 5-HT pela ketamina 
(PHAM et al., 2017). Este efeito da ketamina vem acompanhado do aumento do tempo 
da natação no TNF, um parâmetro que indica participação da neurotransmissão 
serotoninérgica (DETKE; RICKELS; LUCKI, 1995). Além disso, a ketamina, em dose 
subanestésica, aumenta a frequência da corrente excitatória pós-sináptica induzida 
pela 5-HT (LI et al., 2010) 
Alguns estudos que investigaram o possível mecanismo de ação do efeito tipo-
antidepressivo da ketamina levantaram a hipótese de que este efeito parece depender 
da 5-HT (FUKUMOTO; IIJIMA; CHAKI, 2014; GIGLIUCCI et al., 2013). Um destes 
trabalhos mostrou que o tratamento prévio com WAY100635, um antagonista do 
receptor 5-HT1A, e com p-CPA bloqueou o efeito tipo-antidepressivo da ketamina. 
Todavia, este efeito do antagonista NMDA não foi bloqueado após a administração 
prévia da ritanserina, um antagonista dos receptores 5-HT2A e 5-HT2C (FUKUMOTO; 
IIJIMA; CHAKI, 2014). É importante ressaltar que tanto o WAY100635 como a 
ritanserina e a p-CPA não apresentaram efeito tipo-antidepressivo quando foram 
administrados isoladamente (FUKUMOTO; IIJIMA; CHAKI, 2014; GIGLIUCCI et al., 
2013).  
Portanto, uma das hipóteses para explicar o efeito tipo-anticompulsivo apresentado 
pela ketamina no TEE (BEIJAMINI et al., 2016) seria de que o aumento de glutamato 
no córtex pré-frontal após bloqueio dos receptores NMDA em interneurônios 
gabaérgicos (HOMAYOUN; MOGHADDAM, 2007) ativaria receptores AMPA e 
elevaria os níveis extracelulares de  5-HT, que exerceria sua ação ativando seus 
receptores (PHAM et al 2017). 
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Nesse sentido, nos dispomos a avaliar o efeito da ketamina no TEE após o pré-
tratamento com drogas que agem na via serotoninérgica, como a p-CPA e o 
WAY100635. Nossa hipótese seria de que o depletor de 5-HT e o antagonista 5-HT1A 
bloqueariam o efeito tipo-anticompulsivo da ketamina. 
 
 
1.7 ÓXIDO NÍTRICO, KETAMINA E O TOC 
 
O óxido nítrico (NO) é um gás lipossolúvel que atua no SNC como neurotransmissor 
(DAWSON; SNYDER, 1994). Ele é formado a partir da oxidação do grupo guanidina 
do aminoácido L-arginina pela enzima óxido nítrico sintase (NOS), a qual se apresenta 
em três isoformas: neuronial (NOSn), endotelial (NOSe) e induzível (NOSi) 
(STANDAERT, 1999). A NOSi produz NO independentemente das variações da 
concentração de Ca2+ intracelular. Esta isoforma está presente principalmente em 
macrófagos e outras células ativadas por citocinas e/ou endotoxinas. A NOSn e a 
NOSe são ativadas pelo complexo Ca2+ – calmodulina, que é formado em função do 
aumento de Ca2+ intracelular (ALDERTON; COOPER; KNOWLES, 2001). O NO, 
assim como o glutamato, também causa neurotoxicidade quando produzido em 
excesso (DAWSON; SNYDER, 1994). 
A ativação de receptores NMDA leva à formação de NO, pois a interação entre 
glutamato e o receptor NMDA provoca o influxo de Ca2+, elevando a concentração 
deste cátion no meio intracelular. Com isso, ocorre a formação do complexo Ca2+ –
calmodulina, ativação da NOSn e, consequentemente, a produção de NO (DAWSON; 
SNYDER, 1994). O NO estimula a guanililciclase solúvel, que leva à produção do 
segundo mensageiro monofostato de guanosina cíclico (GMPc) (LIEBENBERG; 
JOCA; WEGENER, 2014). Sendo assim, é possível que o elevado nível de glutamato 
devido à hiperatividade da neurotransmissão glutamatérgica em indivíduos com TOC 
acarrete no aumento da produção de NO. Essa hipótese é apoiada por um estudo 
clínico que mostrou maiores níveis plasmáticos de NO em pacientes com TOC em 
comparação com os indivíduos normais. Além disso, foi verificado que a concentração 
deste neurotransmissor parece estar correlacionado positivamente com a severidade 
dos sintomas do TOC (ATMACA et al., 2005). 
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Dessa forma, o uso de antagonistas do receptor NMDA pode bloquear os efeitos 
neurotóxicos provocados pelo excesso de NO. Existem estudos que mostram a 
influência da via nitrérgica no efeito tipo-antidepressivo da ketamina (LIEBENBERG; 
JOCA; WEGENER, 2014; ZHANG et al., 2013). Por exemplo, o pré-tratamento com 
L-arginina, aminoácido precursor do NO, bloqueou o efeito tipo-antidepressivo da 
ketamina em ratos no TNF (LIEBENBERG; JOCA; WEGENER, 2014). Além disso, o 
pré-tratamento com L-nitroarginina metil éster (L-NAME), inibidor da NOS, 
potencializou este efeito da ketamina em ratos no TNF (ZHANG et al., 2013). 
Os inibidores da NOS também possuem efeito tipo-anticompulsivo no TEE (UMATHE 
et al., 2009; KRASS et al., 2010; UMATHE; MANNA; JAIN, 2011) e este efeito foi 
atenuado quando os camundongos foram pré-tratados com a L-arginina (KRASS et 
al., 2010). Umathe e colaboradores (2009) mostraram que drogas facilitadoras da 
neurotransmissão nitrérgica, como o nitroprussiato de sódio – molécula doadora de 
NO – e a L-arginina, apresentaram efeito tipo-compulsivo no TEE. Neste mesmo 
estudo, foi verificado que o 7-nitroindazole, um inibidor preferencial da NOSn, 
potencializou o efeito tipo-anticompulsivo da paroxetina, um ISRS, quando ambas as 
drogas foram administradas em doses subefetivas no mesmo animal. 
Assim como já evidenciado o envolvimento do sistema nitrérgico no efeito tipo-
antidepressivo da ketamina (LIEBENBERG; JOCA; WEGENER, 2014; ZHANG et al., 
2013), é possível que o efeito tipo-anticompulsivo desta droga apresentado no TEE 
também seja mediado pela via do NO.  
Nesse sentido, buscamos investigar o efeito da ketamina no comportamento de 
enterrar esferas após o pré-tratamento com drogas que agem na via nitrérgica, como 
a L-arginina e a L-NAME. Nossa hipótese seria de que o precursor do NO bloquearia 
e o inibidor da NOS potencializaria o efeito tipo-anticompulsivo da ketamina. 
Dessa forma, o presente trabalho avaliou o envolvimento do COF, dos receptores 
AMPA e das neurotransmissões serotonérgica e nitrérgica no efeito tipo-
anticompulsivo da ketamina com base nas evidências científicas já apresentadas. 
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Highlights: 
 S-ketamine into the orbitofrontal cortex induces anti-compulsive-like effect  
 The anti-compulsive-like effect of S-ketamine depends on AMPA receptor activation 
 The anti-compulsive-like effect of S-ketamine does not involve 5-HT neurotransmission 
 Inhibition of NOS facilitates the anti-compulsive-like effect of S-ketamine 
 
Abstract:  
Previous clinical and pre-clinical studies suggest the involvement of orbitofrontal cortex (OFC) 
and glutamatergic neurotransmission in obsessive-compulsive disorder (OCD). Ketamine, an 
NMDA glutamatergic receptor antagonist, has shown a rapid and long-lasting antidepressant 
effect, but its anti-compulsive effect has been scarcely investigated. The antidepressant effect 
of ketamine involves NMDA receptor blockade, AMPA receptor activation, increased 
serotonin (5-HT) release and attenuation of nitric oxide (NO) synthesis. It is not known if these 
mechanisms are involved in ketamine-induced anti-compulsive effect. Therefore, we 
investigated the involvement of the OFC on ketamine-induced anti-compulsive-like in the 
marble-burying test (MBT). Moreover, we evaluated whether ketamine effects would be 
dependent on AMPA receptors, facilitation of serotonergic neurotransmission and inhibition of 
nitrergic pathway. Our results showed that single systemic (10 mg/kg) and intra-OFC (10 
nmol/side) administration of S-ketamine reduces marble burying behaviour without affecting 
spontaneous locomotors activity, suggesting an acute anti-compulsive-like effect. Pre-treatment 
with NBQX (3 mg/kg; AMPA receptor antagonist) blocked the anti-compulsive-like effect of 
S-ketamine.  However, pre-treatment with p-CPA (150 mg/kg/day; a 5-HT synthesis inhibitor), 
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WAY100635 (3 mg/kg; a 5-HT1A receptor antagonist), or L-arginine (500 mg/kg; a nitric oxide 
precursor) did not counteract S-ketamine effect in the MBT.  In contrast, associating sub-
effective doses of L-NAME (10 mg/kg; NOS inhibitor) and S-ketamine (3 mg/kg) promoted an 
anti-compulsive-like effect. In conclusion, the OFC is involved in the anti-compulsive-like 
effect of S-ketamine, which is dependent on the activation of AMPA receptors.  
 
Key words:  
Obsessive-compulsive disorder; Ketamine; Orbitofrontal cortex; AMPA receptor; Nitric oxide; 
Marble burying test. 
 
Abbreviations: 
AMPA, α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoazolepropionic acid; ANOVA, analysis of 
variance; CNS, central nervous system; FST, forced swimming test; L-NAME, Nω-nitro-L-
arginine methyl ester hydrochloride; MBT, marble burying test; NBQX, 2,3-Dioxo-6-nitro-
1,2,3,4-tetrahydrobenzo[f]quinoxaline-7-sulfonamide disodium salt; NMDA, N-methyl-D-
aspartate; NO, nitric oxide; NOS, nitric oxide synthase; OCD, obsessive-compulsive disorder; 
OFC, orbitofrontal cortex; OFT, open field test; 5-HT, serotonin; S.E.M., standard error of 
mean; SSRI, selective serotonin reuptake inhibitor; p-CPA, para-chlorophenylalanine; 
WAY100635, N-[2-[4-(2-Methoxyphenyl)-1-piperazinyl]ethyl]-N-2-
pyridinylcyclohexanecarboxamide maleate.  
 
1. Introduction 
Obsessive-compulsive disorder (OCD) is a neuropsychiatric disease characterized by 
unwanted and repetitive thoughts (obsessions) and behaviours (compulsions) that cause severe 
anxiety or distress (American Psychiatric Association, 2013). OCD affects 1 - 3% of the 
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population (World Health Organization, 2009) and is one of the top ten most debilitating 
illnesses (Murray and Lopez, 1996). Moreover, OCD is a clinically heterogeneous disorder 
(Hirschtritt et al., 2017), since the symptoms and comorbidities presented vary widely among 
the affected individuals (Brakoulias et al., 2017; Katerberg et al., 2010). Furthermore, 
neurobiological, genetics, and environmental factors may contribute to the development of 
OCD (Fenske and Petersen, 2015; Pauls et al., 2014). The selective serotonin reuptake 
inhibitors (SSRIs) are first-line drugs for OCD treatment (Koran and Simpson, 2013). However, 
only 20 to 30% of symptoms are significantly reduced (Greist et al., 1995; Hirschtritt et al., 
2017) in 40 to 60 % of the patients, even after 2-3 months of continuous treatment (Koran and 
Simpson, 2013). This evidence highlights the need for more effective and fast-acting drugs to 
treat OCD, which can be achieve through a better understanding of its complex aetiology. 
Although the neurobiology of OCD is poorly understood, some evidence suggest that 
the orbitofrontal cortex (OFC) (Adler et al., 2000; Breiter et al., 1996; Chamberlain et al., 2008; 
Choi et al., 2004; Szeszko et al., 1999) and the glutamatergic neurotransmission (Arnold et al., 
2006; Chakrabarty et al., 2005; Pittenger et al., 2011; Rosenberg et al., 2000) play an important 
role in OCD pathogenesis. For instance, clinical studies showed increased OFC activity (Breiter 
et al., 1996) as well as increased glutamate levels in patients with OCD (Whiteside et al., 2006). 
Moreover, polymorphisms in regions encoding the NR2B subunit of N-methyl-D-aspartate 
(NMDA) receptors and increased expression of this subunit have been related to OCD (Arnold 
et al., 2004; Welch et al., 2007). Additionally, treatment with NMDA receptor antagonists 
reduced obsessive and compulsive symptoms in clinical trials (Aboujaoude et al., 2009; 
Poyurovsky et al., 2005; Stryjer et al., 2014), as well as it reduced compulsive-like behaviours 
in pre-clinical studies (Albelda et al., 2010; Egashira et al., 2008; Iijima et al., 2010).  
Ketamine is an NMDA receptor antagonist (Anis et al., 1983) clinically used as an 
anaesthetic (Domino, 2010; Kohrs and Durieux, 1998). This drug has been notable for inducing 
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a rapid and sustained antidepressant effect after a single administration of a sub-anaesthetic 
dose in patients with depression (Berman et al., 2000; Zarate et al., 2006). The rapid and 
sustained antidepressant effect of ketamine have also been demonstrated in pre-clinical studies 
(Autry et al., 2011; Maeng et al., 2008; Owolabi et al., 2014). Although the mechanism of action 
of ketamine as a rapid-acting antidepressant involves directly blocking NMDA receptors, 
evidence from pre-clinical studies have shown that its mechanism of action is much more 
complex than that (Abdallah et al., 2018; du Jardin et al., 2016; Zanos and Gould, 2018). For 
instance, some studies have hypothesized that the antidepressant effect of ketamine depends on 
activation of α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoazolepropionic acid (AMPA) glutamatergic 
receptors (Koike et al., 2011; Maeng et al., 2008), increase in extracellular serotonin (5-HT) 
levels linked to activation of 5-HT1A receptors (Fukumoto et al., 2014; Pham et al., 2017), and 
reduction of nitric oxide (NO) synthesis associated to inhibition of the enzyme nitric oxide 
synthase (NOS) (Liebenberg et al., 2014; Zhang et al., 2013).  
Ketamine also seems to be promising for the treatment of OCD since a single 
administration of a sub-anaesthetic dose in patients diagnosed with this disorder produced a 
rapid and significant reduction of symptoms that persisted for up to 1 week (Rodriguez et al., 
2013). Furthermore, our group as well as others have shown that a single administration of 
ketamine decreases marble burying behaviour in mice (Beijamini et al., 2016; Popik et al., 
2017). The marble burying test (MBT), based on a repetitive digging behaviour (Thomas et al., 
2009), is potentially useful for the screening of drugs to treat OCD (Hoffman and Cano-
Ramírez, 2018; Njung’e and Handley, 1991a). Notwithstanding, there are no studies published 
so far that investigated the mechanisms responsible for ketamine effect in the MBT. 
Accordingly, we assessed herein the involvement of OFC, AMPA receptors and 
serotonergic and nitrergic neurotransmission in the anti-compulsive-like effect of S-ketamine. 
To address this issue, firstly we evaluated the effect of a local infusion of S-ketamine in the 
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OFC of mice submitted to the MBT.  Then, we evaluated, on mice submitted to the MBT, 
whether: 1) pre-treatment with a AMPA receptor antagonist would block S-ketamine effect; 2) 
previous administration of a tryptophan hydroxylase inhibitor or a 5-HT1A receptor antagonist 
would counteract S-ketamine effect; 3) pre-treatment with a NO precursor would abolish S-
ketamine effect; and, finally, 4) combining sub-effective doses of a NOS inhibitor and S-
ketamine would promote an anti-compulsive-like effect. 
 
2. Material and methods 
2.1. Animals 
A total of 443 naive male Swiss mice (5 weeks old) were obtained from the breeding colony of 
Federal University of Espirito Santo and were allowed to acclimatize in our laboratory for 3 
weeks before starting the tests. They were housed in groups of 8-10 animals per propylene cage 
(49 x 34 x 26 cm) with water and standard chow diet (Nuvilab CR1, Quimtia S.A., Brazil) 
available ad libitum. The cages were maintained in a temperature-controlled room (24 ± 2ºC) 
under a 12 h light-dark cycle (lights on at 7:00 am.) and the bedding was changed twice a week. 
Mice were submitted to the tests at 8 weeks old and weighing 40.32 ± 5.67 g (mean ± EPM). 
The animals were randomly distributed in independent groups to the different treatment 
conditions and each mouse was tested only once. All behavioural experiments were conducted 
between 09:00 am and 17:00 pm and every effort was made to minimize animal suffering. All 
procedures were approved by the local Ethics Committee (CEUA, 51/2015) and comply with 
the National Institutes of Health's Guide for the Care and Use of Laboratory Animals. 
 
2.2. Drugs 
The following drugs were used: S-ketamine hydrochloride (Cristália, São Paulo, Brazil), 
a NMDA receptor antagonist, at doses of 3, 10 and 30 mg/kg (Fukumoto et al., 2016); fluoxetine 
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hydrochloride (Medley, Campinas, Brazil), an SSRI used as positive control, at dose of 10 
mg/kg (Nicolas et al., 2006); 2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo[f]quinoxaline-7-
sulfonamide disodium salt (NBQX) (Tocris Bioscience, Minneapolis, MN, USA), an AMPA 
receptor antagonist, at dose of 3 mg/kg (Fukumoto et al., 2016); N-[2-[4-(2-Methoxyphenyl)-
1-piperazinyl]ethyl]-N-2-pyridinylcyclohexanecarboxamide maleate (WAY100635) (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA), a 5-HT1A receptor antagonist, at dose of 3 mg/kg (Fukumoto et 
al., 2014); para-chlorophenylalanine (p-CPA) (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), a 5-HT 
synthesis inhibitor, at dose of 150 mg/kg (Meller et al., 1992); L-arginine hydrochloride 
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), a NO precursor, at dose of 500 mg/kg (Krass et al., 
2010); and Nω-nitro-L-arginine methyl ester hydrochloride (L-NAME) (Sigma-Aldrich, St 
Louis, MO, USA), a NOS inhibitor, at doses of 10 and 30 mg/kg (doses based in a pilot study). 
S-ketamine and fluoxetine were diluted with saline, WAY100635, NBQX, L-arginine and L-
NAME were dissolved in saline, and p-CPA was suspended in 2.5% tween 80 in saline. All 
drugs were prepared immediately prior to injection and were administered by intraperitoneal 
(i.p.) route in the volume of 2 ml/kg, except L-arginine and p-CPA, which were administered 
in the volume of 4 and 6 ml/kg, respectively. 
For the intra-OFC microinjections, S-ketamine was diluted with saline and 
microinjected at the doses of 0.3, 3 and 10 nmol/0.1 μl/side (doses based in the study of 
Fukumoto et al., 2016). 
 
2.3. Surgery 
Mice were anaesthetized with 2,2,2-tribromoethanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) 
250 mg/kg (i.p) and fixed in a stereotaxic frame (Stoelting Co., Wood Dale, USA). Stainless 
steel guide cannulas (9.0 mm) were inserted bilaterally in the OFC according to the following 
coordinates from bregma: anterior/posterior, +2.4 mm; medial/lateral, +1.4 mm; dorsal/ventral, 
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−1.8 mm; 20° angle. The guide cannula were inserted bilaterally in the OFC at a 20° angle to 
avoid injured to the pre-limbic cortex, a brain region that induces OCD-related behaviours when 
injured (Jinks and McGregor, 1997). The cannulas were fixed with stainless-steel screws and 
acrylic cement and protected from obstruction with stainless steel mandril. At the end of 
surgery, the mice were treated with 0.1 ml of an antibiotic blend containing benzylpenicillin 
and streptomycin (Pentabiótico Veterinário Pequeno Porte, Fort Dodge Saúde Animal, 
Campinas, São Paulo, Brazil) by the intramuscular injection to prevent post-surgery infection.  
 
2.4. Microinjection in the OFC and histology 
The infusion of S-ketamine or vehicle in the OFC of mice were performed 5 days after 
surgery using a dental needle (0.3 mm diameter × 12.5 mm length), which was inserted through 
the guide cannulas until the tip reaching 1 mm beyond the end of the cannula. The needle was 
connected to a 5 µl micro-syringe (Hamilton, USA) through polyethylene-10 tubing. S-
ketamine or saline were injected in a volume of 0.1 μl in each side of OFC at the rate of 0.2 
µl/min with the aid of an infusion pump (Insight Instruments, Ribeirão Preto, Brazil). The 
needle was removed 60 seconds after the end of the injections. 
At the end of behavioural analysis, mice were deeply anaesthetized with thiopental 150 
mg/kg (i.p.) (Sigma, St. Louis, USA) and infused with 0.1 µl of 1% Evan’s blue dye in the OFC 
to stain the injection sites. The brains were removed and sectioned to confirm the cannula 
placement. The microinjection sites were plotted on coronal diagrams of a mouse brain atlas 
(Paxinos and Franklin, 2001), as shown in Fig. 2C. Data from S-ketamine injections outside of 
OFC were grouped as out (n = 11). 
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2.5. Behavioural tests 
2.5.1. Marble-burying test (MBT) 
This test was used to evaluate the effect of drugs on the mice's natural behaviour of bury 
marbles, which is reduced by drugs with anti-compulsive-like property (Njung’e and Handley, 
1991a; Thomas et al., 2009). The MBT was performed as previously described by Diniz et al. 
(2018). Briefly, each mouse was placed individually in the centre of a propylene cage (28 × 18 
× 12 cm) containing 12 clean glass marbles (diameter ≅ 10 mm) equally spaced on 5 cm deep 
soft sawdust. After 15 minutes, the animals were removed from cages and the number of 
marbles at least two-thirds buried was counted. Clean sawdust was used for each animal. 
Twenty-four hours before the test session, mice were pre-exposed for 15 minutes to the sawdust 
with the marbles to avoid novelty-seeking behaviour during the test and to select those animals 
that had the natural behaviour of bury marbles. Only mice that buried at least 5 marbles were 
selected to perform the test after drug administration. Of the 443 mice obtained from the 
breeding colony of University, 399 (90.07% of the total amount supplied) were submitted to 
the tests.  
 
2.5.2. Open field test (OFT) 
The OFT was used to evaluate the effects of the drug treatments on locomotor activity. 
The apparatus consisted of a wooden square arena (50 x 50 x 40 cm) with white walls and black 
floor. Mice were placed individually in the centre of the open field and allowed to freely explore 
the apparatus for 5 minutes. The mice’ behaviour was recorded by a video camera (Logitech 
HD, C270) positioned above the arena. The total distance traveled (meters) was measured by 
the ANY-maze software (version 4.8; Stoelting, Wood Dale, IL, USA). After each test, the 
arena was cleaned with 10% alcohol solution. 
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2.6. Experimental groups 
2.6.1. Experiment 1 - Effect of systemic administration of S-ketamine in the MBT 
This experiment was carried out to determine the effective and sub-effective doses of S-
ketamine in mice acutely treated and exposed to MBT. Mice were randomly divided in five 
groups: vehicle (control group; n = 15), fluoxetine 10 mg/kg (positive control group; n = 8) or 
S-ketamine at doses of 3 mg/kg (n = 15), 10 mg/kg (n = 11) or 30 mg/kg (n = 13). OFT (5 min 
session) was performed 40 minutes after drug or vehicle administration. Immediately after, the 
animals were evaluated in the MBT (Fig. 1). 
 
2.6.2. Experiment 2 – Effect of S-ketamine infusion in the OFC of mice in the OFT and MBT 
In order to confirm whether intra-OFC injection of S-ketamine would induce an anti-
compulsive-like effect similar to its systemic effect, as revealed in experiment 1, mice received 
infusion of vehicle (n = 10) or S-ketamine at doses of 0.3 (n = 7), 3 (n = 8) or 10 nmol/0.1 
μl/side (n = 9) in the OFC and were tested in the OFT and in the MBT, 25 and 30 minutes after 
microinjections, respectively (Fukumoto et al., 2016) (Fig. 1).  
 
2.6.3. Experiment 3 – Effect of an AMPA receptor antagonist on S-ketamine effect in the OFT 
and MBT 
This experiment investigated if pre-treatment with NBQX, an AMPA receptor 
antagonist, would block the acute anti-compulsive-like effect of S-ketamine. Mice were 
allocated to the following groups: vehicle + vehicle (control group, n = 8), vehicle + S-ketamine 
10 mg/kg (n = 8), NBQX 3 mg/kg + vehicle (n = 8), and NBQX 3 mg/kg + S-ketamine 10 
mg/kg (n = 6). Interval between injections was 10 minutes. OFT (5 min session) was performed 
40 minutes after the second injection. Immediately after, mice were exposed to the MBT (15 
min session) (Fig. 1). 
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      Fig. 1. Experimental design of the study. MBT, marble burying test; OFT, open field test. 
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2.6.4. Experiment 4 – Effect of a 5-HT synthesis inhibitor on S-ketamine effect in the OFT and 
MBT 
 To address the potential involvement of 5-HT neurotransmission on the acute anti-
compulsive-like effect of S-ketamine, we evaluated if previous administration of p-CPA, a 5-
HT synthesis inhibitor, would block the effect of S-ketamine in the MBT. We also evaluated 
the effectiveness of p-CPA administration schedule on fluoxetine effect in reducing marble 
burying behaviour. Therefore, the following treatment groups were performed: vehicle + 
vehicle (control group, n = 14), vehicle + fluoxetine 10 mg/kg (positive control group; n = 9), 
vehicle + S-ketamine 10 mg/kg (n = 19), p-CPA 150 mg/kg + vehicle (n = 10), p-CPA 150 
mg/kg + fluoxetine 10 mg/kg (n = 9), and p-CPA 150 mg/kg + S-ketamine 10 mg/kg (n = 14). 
Initially, mice were treated with vehicle or p-CPA 150 mg/kg once daily for 3 days. Pre-
exposure to the MBT was performed 60 minutes after the injections on the second day of 
treatment. On the third day of treatment, mice were treated with p-CPA or vehicle and 15 
minutes later each group received vehicle, fluoxetine 10 mg/kg or S-ketamine 10 mg/kg. 
Behavioural tests were performed exactly as described on experiment 3 (Fig. 1). 
 
2.6.5. Experiment 5 - Effect of a 5-HT1A-receptor antagonist on S-ketamine effect in the OFT 
and MBT 
The aim of this experiment was to investigate if the acute anti-compulsive-like effect 
of S-ketamine was due to the activation of 5-HT1A receptors. Therefore, we evaluated the effect 
of previous administration of WAY100635, a 5-HT1A receptor antagonist, on S-ketamine and 
fluoxetine effects in the MBT. Accordingly, experimental groups were: vehicle + vehicle 
(control group, n = 14), vehicle + fluoxetine 10 mg/kg (positive control group; n = 9), vehicle 
+ S-ketamine 10 mg/kg (n = 14), WAY 3 mg/kg + vehicle (n = 14), WAY 3 mg/kg + fluoxetine 
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10 mg/kg (n = 7), and WAY 3 mg/kg + S-ketamine 10 mg/kg (n = 14). Drug treatment interval 
and behavioural tests were performed exactly as described on experiment 3 (Fig. 1). 
 
2.6.6. Experiment 6 – Effect of L-arginine pre-treatment on S-ketamine effect in the OFT and 
MBT 
Herein we evaluated whether pre-treatment with L-arginine, a NO precursor, would 
mitigate the acute effect of S-ketamine in the MBT. We also tested the effect of previous 
administration of L-arginine on L-NAME effect. Treatment groups were: vehicle + vehicle 
(control group, n = 12), vehicle + L-NAME 30 mg/kg (positive control group; n = 12), vehicle 
+ S-ketamine 10 mg/kg (n = 12), L-arginine 500 mg/kg + vehicle (n = 13), L-arginine 500 
mg/kg + L-NAME 30 mg/kg (n = 12), and L-arginine 500 mg/kg + S-ketamine 10 mg/kg (n = 
11). Drug treatment interval and behavioural tests were performed exactly as described on 
experiment 3 (Fig. 1). 
 
2.6.7. Experiment 7 – Effects of associating sub-effective doses of a NOS inhibitor and S-
ketamine in the OFT and MBT 
We assessed the effects of combining a sub-effective dose of the NOS inhibitor L-
NAME with a sub-effective dose of S-ketamine in the MBT. The sub-effective dose of S-
ketamine was chosen based on results of experiment 1 and the sub-effective dose of L-NAME 
was chosen based on previous study (Amiri et al., 2016). Experimental groups were treated 
with: vehicle + vehicle (control group, n = 10), vehicle + S-ketamine 3 mg/kg (n = 11), L-
NAME 10 mg/kg + vehicle (n = 11), and L-NAME 10 mg/kg + S-ketamine 3 mg/kg (n = 11). 
Drug treatment interval and behavioural tests were performed exactly as described on 
experiment 3 (Fig. 1). 
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2.7. Statistical analysis 
Data were analysed using the SPSS software (version 20.0; IBM, New York, NY, 
USA). Since a normal and homoscedastic profile was identified through the Levene’s test, data 
from experiments 1 and 2 were analysed using one-way analysis of variance (ANOVA) 
followed by Duncan post hoc when appropriated. Data from experiments 3, 4, 5, 6 and 7 were 
analysed using two-way ANOVA followed by Duncan post hoc when appropriated. The 
independent factors were treatment with S-ketamine and treatment with NBQX or p-CPA or 
WAY100635 or L-arginine or L-NAME. Graphs were carried out using Prism 5 (GraphPad 
Prism® USA) software. The data are expressed as mean ± standard error of mean (S.E.M.). 
Criteria for statistical significance was p < 0.05. 
 
3. Results 
3.1. Experiment 1 – Effect of systemic administration of S-ketamine in the MBT 
As shown in Fig. 2A, treatment with S-ketamine significantly decreased marble burying 
behaviour (F(4,57) = 12.51, p < 0.001). Post hoc analyses revealed that both S-ketamine doses, 
10 and 30 mg/kg, as well as the positive control fluoxetine 10 mg/kg decreased the number of 
buried marbles when compared to the control group (p < 0.05), while S-ketamine 3 mg/kg had 
no effect (p > 0.05). Since S-ketamine 30 mg/kg reduced spontaneous locomotor activity in the 
OFT (p < 0.05, Table 1), we chose, for subsequent experiments, S-ketamine 3 and 10 mg/kg as 
sub-effective and effective doses, respectively. 
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Fig. 2. Acute anticompulsive-like effect of S-ketamine in the MBT. A: mice were treated by the i.p. route with vehicle (control group; n = 15), 
fluoxetine 10 mg/kg (positive control group; n = 8), S-ketamine 3 (n = 15), 10 (n = 11), and 30 mg/kg (n = 13). B: mice received intra-OFC bilateral 
microinjection of vehicle (control group; n = 10), S-ketamine 0.3 (n = 7), 3 (n = 8), and 10 nmol/0.1 μl/side (n = 9). OUT group (gray bar, n = 11) 
represents the animals with the cannula out of OFC treated with S-ketamine. C: scheme of the microinjection sites of S-ketamine in OFC in mice 
(Paxinos and Franklin, 2001).  The numbers represent anterior/posterior coordinates relative to Bregma. Due to overlaps, the number of points 
represented is fewer than the actual number of injections. Symbols: mice treated with saline or S-ketamine 0.3 (n = 7), 3 (n = 8), and 10 nmol/0.1 
μl/side (n = 9) in the OFC (●), and OUT group (n = 11) (●). Data represent mean ± S.E.M. ∗ p < 0.05 compared with the vehicle group. 
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3.2. Experiment 2 – Effect of S-ketamine infusion in the OFC of mice in the MBT 
Local administration of S-ketamine in the OFC promoted a dose-dependent reduction 
on the number of buried marbles (F(4,40) = 3.59, p = 0.014), as illustrated in Fig. 2B. Multiple 
comparisons indicated that only the higher dose of S-ketamine (10 nmol/side) significantly 
decreased marble burying behaviour when compared to the control group (p < 0.05). Infusion 
of S-ketamine outside of OFC (group out) did not have any effect, thus revealing that the effect 
was confined to the OFC. Figure 2C shows a diagrammatic figure representing distribution of 
cannulas in the OFC. 
 
3.3. Experiment 3 – Effect of an AMPA receptor antagonist on S-ketamine effect in the MBT 
 Two-way ANOVA revealed that there was a significant effect of treatment with S-
ketamine (F(1,26) = 7.44, p = 0.011), significant effect of treatment with NBQX (F(1,26) = 5.79, 
p = 0.023) and interaction between treatment with S-ketamine and NBQX (F(1,26) = 5.79, p = 
0.023). Whereas S-ketamine 10 mg/kg significantly reduced the number of buried marbles 
when compared to the control group (p < 0.05), previous administration of NBQX 3 mg/kg 
blocked this effect of S-ketamine in the MBT (p < 0.05) (Fig. 3). 
 
3.4. Experiment 4 – Effect of a 5-HT synthesis inhibitor on S-ketamine effect in the MBT 
Two-way ANOVA revealed that there was a significant effect of treatment with 
fluoxetine or S-ketamine (F(2,69) = 9.91, p < 0.001), effect of treatment with p-CPA (F(1,69) = 
6.80, p = 0.011) and interaction between treatment with fluoxetine 10 mg/kg or S-ketamine 10 
mg/kg and treatment with p-CPA (F(2,69) = 5.08, p = 0.009). Both fluoxetine and S-ketamine 
decreased the number of buried marbles compared to the control group (p < 0.05). In contrast, 
pre-treatment with p-CPA counteracted the effect of fluoxetine 10 mg/kg (p < 0.05), but it did 
not block the effect of S-ketamine in the MBT (p > 0.05) (Fig. 4A). 
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Fig. 3. Previous administration of an AMPA receptor antagonist (NBQX 3mg/kg) blocks 
the anticompulsive-like effect of S-ketamine (10mg/kg) in the MBT. Mice were treated with 
vehicle + vehicle (control group, n = 8), vehicle + S-ketamine (n = 8), NBQX + vehicle (n = 
8), NBQX + S-ketamine (n = 6). Data represent the mean ± SEM. * p < 0.05 compared to the 
vehicle + vehicle group; # p < 0.05 compared to the vehicle + S-ketamine group. 
 
3.5. Experiment 5 – Effect of a 5-HT1A-receptor antagonist on S-ketamine effect in the MBT 
Two-way ANOVA revealed that there was a significant effect of treatment with 
fluoxetine or S-ketamine (F(2,66) = 11.48, p < 0.001), significant effect of treatment with 
WAY100635 (F(1,66) = 9.83, p = 0.003) and interaction between treatment with fluoxetine or S-
ketamine and treatment with WAY100635 (F(2,66) = 13.01; p < 0.001). Post hoc analyses 
showed that fluoxetine 10 mg/kg and S-ketamine 10 mg/kg reduced marble burying behaviour 
compared to the control group (p < 0.05). Pre-treatment with WAY100635 3 mg/kg blocked 
the effect of fluoxetine 10 mg/kg (p < 0.05), but it did not block the effect of S-ketamine 10 
mg/kg (p > 0.05) (Fig. 4B). 
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Fig. 4. Previous administration of a 5-HT synthesis inhibitor (p-CPA 150mg/kg once a 
day for 3 days), a 5-HT1A receptor antagonist (WAY100635 3mg/kg), or a NO precursor 
(L-arginine 500mg/kg) did not block the anticompulsive-like effect of S-ketamine 
(10mg/kg), but associating sub-effective doses of a NOS inhibitor (L-NAME 10mg/kg) 
and of S-ketamine (3mg/kg) reduced the number of buried marbles in the MBT. A: mice 
were treated with vehicle + vehicle (control group, n = 14), vehicle + fluoxetine 10 mg/kg 
(positive control group; n = 9), vehicle + S-ketamine (n = 19), p-CPA + vehicle (n = 10), p-
CPA + fluoxetine (n = 9) and p-CPA + S-ketamine (n = 14). B: mice were treated with vehicle 
+ vehicle (control group, n = 14), vehicle + fluoxetine 10 mg/kg (positive control group; n = 
9), vehicle + S-ketamine (n = 14), WAY100635 + vehicle (n = 14), WAY100635 + fluoxetine 
(n = 7), and WAY100635 + S-ketamine (n = 14). C: mice were treated with vehicle + vehicle 
(control group, n = 12), vehicle + L-NAME 30 mg/kg (positive control group; n = 12), vehicle 
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+ S-ketamine (n = 12), L-arginine + vehicle (n = 13), L-arginine + L-NAME 30 mg/kg (n = 
12) and L-arginine + S-ketamine (n = 11). D: mice were treated with vehicle + vehicle (control 
group, n = 10), vehicle + S-ketamine (n = 11), L-NAME + vehicle (n = 11), L-NAME + S-
ketamine (n = 11). Data represent the mean ± SEM. * p < 0.05 compared to the control group; 
@ p < 0.05 compared to the vehicle + fluoxetine 10 mg/kg group; § p < 0.05 compared to the 
vehicle + L-NAME 30 mg/kg group; & p < 0.05 compared to the vehicle + S-ketamine 3 mg/kg 
and L-NAME 10 mg/kg + vehicle groups. 
 
3.6. Experiment 6 – Effect of L-arginine pre-treatment on S-ketamine effect in the MBT 
Two-way ANOVA revealed that there was a significant effect of treatment with L-
NAME or S-ketamine (F(2,66) = 9.89, p < 0.001), there was no effect of treatment with L-
arginine 500 mg/kg (F(1,66) = 0.16, p = 0.687) and there was no interaction between treatment 
with NAME 30 mg/kg or with S-ketamine 10 mg/kg and treatment with L-arginine 500 mg/kg 
(F(2,66) = 1.79, p = 0.174). Although there was no interaction between treatments, we performed 
multiple comparisons to show that the positive control L-NAME 30 mg/kg and S-ketamine 10 
mg/kg reduced the number of buried marbles when compared to the control group (p < 0.05). 
Also, L-arginine 500 mg/kg blocked the effect of L-NAME 30 mg/kg (p < 0.05), but it did not 
block the effect of S-ketamine (p > 0.05) (Fig. 4C). 
 
3.7. Experiment 7 – Effects of associating sub-effective doses of a NOS inhibitor and S-
ketamine in the MBT 
A two-way ANOVA revealed that there was a significant effect of treatment with S-
ketamine (F(1,39) = 8.83, p = 0.005), a significant effect of treatment with L-NAME (F(1,39) = 
8.83, p = 0.005) and interaction between treatment with S-ketamine and treatment with L-
NAME (F(1,39) = 5.50, p = 0.024). Whereas neither single administration of S-ketamine (3 
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Table 1 
Effect of each acute treatment on the total distance travelled, in meters, by mice submitted to the open field test 
        (to be continued) 
mg/kg) nor L-NAME (10 mg/kg) reduce marble burying behaviour compared to the control 
group, co-administration of both drugs at the same doses significantly reduced marble burying 
behaviour compared to vehicle group (p < 0.05) (Fig. 4D). 
 
3.8. Open field test 
All results from the effects of drug treatment in the open field test are presented in Table 
1. In the experiment 1, treatment with S-ketamine 30 mg/kg significantly reduced total distance 
travelled compared to vehicle group (F(4,57) = 3.46, p = 0.013; Duncan post hoc p < 0.05), 
justifying the non-use of this dose in subsequent experiments. No other statistical difference 
was observed between the different treatments and control groups for total distance travelled. 
 
 
 
 
 
Treatment N Distance travelled (m)a Statistical data 
Vehicle 15 23.01 ± 1.53 
Treatment factor: 
F(4,57) = 3.462, p = 0.013 
Fluoxetine 10 mg/kg 8 18.32 ± 1.17 
S-ketamine 3 mg/kg 15 21.05 ± 1.69 
S-ketamine 10 mg/kg 11 18.66 ± 1.52 
S-ketamine 30 mg/kg 13 15.89 ± 1.29 * 
Vehicle 10 25.78 ± 2.86 
Treatment factor: 
F(4,40) = 1.302, p = 0.286 
S-ketamine 0.3 nmol 7 26.21 ± 4.45 
S-ketamine 3.0 nmol 8 28.29 ± 3.18 
S-ketamine 10.0 nmol 9 25.37 ± 2.56 
OUT 11 23.45 ± 2.76 
Vehicle  +  Vehicle 8 20.16 ± 0.57 
Treatment factor: 
- NBQX:  
F(1,26) = 2.968; p = 0.097 
- S-ketamine: 
F(1,26) = 0.205; p = 0.654 
 
Interation: 
F(1,26) = 4.464; p = 0.502 
Vehicle  +  S-ketamine 10 mg/kg 8 19.83 ± 0.40 
NBQX 3 mg/kg +  Vehicle 8 16.77 ± 0.36 
NBQX 3 mg/kg +  S-ketamine 10 mg/kg 6 18.36 ± 0.48 
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    Table 1 
Effect of each acute treatment on the total distance travelled, in meters, by mice submitted to the open field test 
                (conclusion) 
 
 
 
 
 
 
 4. Discussion 
The main findings of the present investigation were: 1) Systemic and intra-OFC 
administration of S-ketamine induced anti-compulsive-like effect; 2) AMPA receptor blockade 
abrogated S-ketamine effect; 3) Serotonin depletion blocked fluoxetine, but not S-ketamine 
effect in the MBT; 4) 5-HT1A receptor blockade abrogated fluoxetine, but not S-ketamine 
effects in the MBT; 5) Pre-treatment with NO donor counteracted L-NAME, but not S-
Treatment N Distance travelled (m)a Statistical data 
Vehicle +  Vehicle 14 24.27 ± 2.39 Treatment factor: 
- p-CPA:  
F(1,69) = 3.315; p = 0.073 
- S-ketamine or fluoxetine: 
F(2,69) = 0.475; p = 0.624 
 
Interation: 
F(2,69) = 0.303; p = 0.740 
Vehicle + Fluoxetine 10 mg/kg 9 22.66 ± 3.25 
Vehicle +  S-ketamine 10 mg/kg 19 23.76 ± 2.17 
p-CPA 150 mg/kg +  Vehicle 10 22.39 ± 2.51 
p-CPA 150 mg/kg + Fluoxetine 10 mg/kg 9 21.73 ± 1.91 
p-CPA 150 mg/kg +  S-ketamine 10 mg/kg 14 20.88 ± 2.30 
Vehicle  +  Vehicle 14 27.26 ± 2.26 Treatment factor: 
- WAY:  
F(1,66) = 2.497; p = 0.119 
- S-ketamine or fluoxetine: 
F(2,66) = 0.378; p = 0.687 
 
Interation: 
F(2,66) = 2.461; p = 0.093 
Vehicle  + Fluoxetine 10 mg/kg 9 20.04 ± 1.20 
Vehicle  +  S-ketamine 10 mg/kg 14 26.29 ± 2.41 
WAY 3 mg/kg +  Vehicle 14 26.34 ± 2.27 
WAY 3 mg/kg + Fluoxetine 10 mg/kg 7 29.49 ± 0.83 
WAY 3 mg/kg +  S-ketamine 10 mg/kg 14 26.75 ± 2.22 
Vehicle  +  Vehicle 12 18.44 ± 1.26 Treatment factor: 
- L-arginine:  
F(1,66) = 0.029; p = 0.864 
- S-ketamine or L-NAME: 
F(2,66) = 2.128; p = 0.127 
 
Interation: 
F(2,66) = 1.069; p = 0.349 
Vehicle  + L-NAME 30 mg/kg 12 15.42 ± 1.08 
Vehicle  +  S-ketamine 10 mg/kg 12 16.98 ± 0.94 
L-arginine 150 mg/kg +  Vehicle 13 17.86 ± 0.74 
L-arginine 150 mg/kg +  L-NAME 30 mg/kg 12 17.48 ± 0.60 
L-arginine 150 mg/kg +  S-ketamine 10 mg/kg 11 15.66 ± 1.13 
Vehicle  +  Vehicle 10 19.29 ± 1.04 
Treatment factor: 
- L-NAME 10: 
 F(1,39) = 1.421; p = 0.240 
- S-ketamine: 
F(1,39) = 0.124; p = 0.727 
 
Interation: 
F(1,39) = 5.968; p = 0.019 
Vehicle  +  S-ketamine 3 mg/kg 11 22.52 ± 1.21 
L-NAME 10 mg/kg +  Vehicle 11 20.74 ± 1.26 
L-NAME 10 mg/kg +   S-ketamine 3 mg/kg 11 18.33 ± 0.61@ 
a Data represent the mean ± SEM. * p < 0.05 when compared to the vehicle group and @ p < 0.05 compared to 
the vehicle + ketamine 3 mg/kg (Duncan post hoc) 
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ketamine effects in the MBT; and 6) Associating sub-effective doses of S-ketamine and L-
NAME induced an anti-compulsive effect.  
We found that a single administration of a sub-anaesthetic dose (10 mg/kg) of S-
ketamine reduced the number of buried marbles in the MBT without affecting the spontaneous 
locomotor activity, suggesting an anti-compulsive-like effect. Although the higher dose (30 
mg/kg) of S-ketamine also reduced marble burying behaviour, this effect may be related to 
impairment in locomotor activity detected in the OFT. Accordingly, we chose to use the dose 
of 10 mg/kg in the subsequent experiments. Interestingly, previous studies did not detect an 
anti-compulsive-like effect of S-ketamine at the same dose in the MBT (Fraga et al., 2018; 
Popik et al., 2017). Besides the differences between experimental protocols between the 
studies, it is imperative to pay attention to the use of racemic versus S-ketamine or R-ketamine. 
More specifically, Popik and coworkers (2017) showed an anti-compulsive-like effect of 
racemate ketamine administered at the dose of 15 mg/kg. Fraga and colleagues (2018) 
evaluated the effect of racemate ketamine in female mice. Pre-clinical studies have reported 
different antidepressant effects of S- and R-ketamine (Yang et al., 2015; Zhang et al., 2014). 
Therefore, it is possible that the use of racemic ketamine versus the stereoisomers is the main 
explanation for the contradictory results in the MBT.  As comparing the effects of S- and R-
ketamine is beyond the scope of the present study, further studies are necessary to clarify that 
issue.  
OCD appears to involve hyperactivity in the cortico-striato-thalamo-cortical circuitry 
(Ahmari and Dougherty, 2015; Saxena et al., 1999), including hyperactivity of glutamatergic 
projections (Bhattacharyya et al., 2009; Gnanavel et al., 2013; Moore et al., 1998; Whiteside 
et al., 2006). For instance, Ahmari et al. (2013) showed through optogenetic approach that brief 
and repeated hyperstimulation of glutamatergic projections from the medial and ventral OFC 
to striatum of mice led to a compulsive-like behaviour, which was reduced after chronic 
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fluoxetine treatment. Additionally, Swedo et al. (1992) revealed that reduction of glucose 
metabolism in the OFC after pharmacotherapy was directly correlated to improvement of 
obsessive and compulsive symptoms. Thus, we hypothesized that directly blocking NMDA 
receptors in the OFC by S-ketamine would reduce marble burying behaviour. We showed that 
intra-OFC administration of S-ketamine 10 nmol/side significantly reduced the number of 
buried marbles, suggesting that the anti-compulsive-like effect of this NMDA antagonist is 
mediated by its action on OFC. Noteworthy, injection of S-ketamine into OFC surroundings 
did not change mice behaviour in the MBT, thus corroborating that the effects induced by intra-
OFC S-ketamine administration would be confined to this brain region. The exact role of each 
OFC sub-region in OCD is not completely understood. For example, the pharmacological 
inactivation of medial OFC in mice reduces fear expression (Rodriguez-Romaguera et al., 
2015), a characteristic commonly found associated with anxiety in patients with OCD (Milad 
et al., 2013). Besides that, a bilateral medial OFC lobotomy significantly reduced obsessive 
and compulsive symptoms in a patient with severe and intractable OCD (Sachdev et al., 2001). 
On the other hand, lateral OFC is larger in patients with this disorder (Rotge et al., 2010), 
whereas its stimulation decreases compulsive-like behaviour in mice (Burguière et al., 2013). 
Additionally, lesion of lateral OFC led to a compulsive behaviour in rats that was prevented by 
acute administration of an SSRI (Joel et al., 2005). 
Since some studies have proposed that activation of AMPA receptors may be critical 
for the antidepressant-like effect of ketamine (Koike et al., 2011; Koike and Chaki, 2014; 
Maeng et al., 2008), we decided to test the same approach on the anti-compulsive-like effect 
of S-ketamine. Our results showed that pre-treatment with NBQX, an AMPA antagonist, at a 
dose that did not induce any effect per se, counteracted the anti-compulsive-like effect of S-
ketamine in the MBT. Corroborating our results, an AMPA potentiator also decreased marble 
burying behaviour (Iijima et al., 2010). The hypothesis to explain the involvement of AMPA 
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receptors on ketamine effects considerer that ketamine could block NMDA receptors localized 
in a subpopulation of gabaergic interneurons, interrupting inhibitory activity over 
glutamatergic neurons and causing a disinhibition of glutamatergic neurotransmission in the 
prefrontal cortex (Homayoun and Moghaddam, 2007). Consequently, there would be an 
increase in glutamate levels in the cortex, which, in turn, would favour an increase in the 
activation of AMPA receptors (Moghaddam et al., 1997). Thus, the transient postsynaptic 
glutamatergic activation seems to be necessary not only to the rapid-acting antidepressant-like 
of ketamine (Abdallah et al., 2018), but also to its anti-compulsive-like effect.  
A great body of evidence also supports the role of 5-HT on OCD (Bhikram et al., 2016; 
Pogarell et al., 2003; Sina et al., 2018). In parallel, systemic or local administration of ketamine 
induced a 5-HT increased in the medial pre-frontal cortex (mPFC) immediately (Nishitani et 
al., 2014) or 24 hours after its administration (Pham et al., 2017). Additionally, prior 
administration of NBQX systemically or in the dorsal raphe nucleus blunted, at the same time, 
the antidepressant-like effect of ketamine and the augmented 5-HT levels induced by ketamine 
(Nishitani et al., 2014; Pham et al., 2017). Following this line of reasoning, we tested whether 
the anti-compulsive-like effect of S-ketamine is dependent on intact 5-HT neurotransmission. 
To address this hypothesis, we previously treated mice with p-CPA, which presumably 
depleted neuronal 5-HT. Unexpectedly, a dose/schedule of p-CPA capable of reducing 5-HT 
levels in the cortex (Meller et al., 1992) did not block the anti-compulsive-like effect of S-
ketamine. Although we had not measured the 5-HT level after p-CPA treatment to confirm its 
depletion, we showed that p-CPA treatment was effective in abolishing the anti-compulsive-
like effect induced by fluoxetine, thus indicating that our treatment was effective in decreasing 
5-HT levels. Looking at all these results together, at least the acute anti-compulsive-like effect 
of S-ketamine does not seems to depend on 5-HT tone.  
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To strengthen our finding, we also evaluated if the anti-compulsive-like effect of S-
ketamine depends on the activation of 5-HT1A receptors. We showed that previous 
administration of WAY100635, a 5-HT1A receptor antagonist, did not block the anti-
compulsive-like effect of S-ketamine. A false negative result can be ruled out since the anti-
compulsive-like effect of fluoxetine, an SSRI used as a positive control in the experiment, was 
completely abolished by previous administration of WAY100635. Thus, although activation of 
5-HT1A receptors appears to be important for the antidepressant-like effect of ketamine 
(Fukumoto et al., 2014), this mechanism does not appear to be responsible for its anti-
compulsive-like effect.  
The involvement of NO in OCD has also been supported by previous studies. For 
instance, patients with OCD seems to have high levels of NO (Atmaca et al., 2005) while those 
treated with SSRI showed a reduction in blood NO levels (Kouti et al., 2016). Also, Topaloglu 
et al (2017) showed an association between neuronal NOS gene polymorphism and OCD. Pre-
clinical studies using a pharmacological approach showed that NOS inhibitors reduced marble 
burying behaviour (Gawali et al., 2016; Krass et al., 2010; Salunke et al., 2014; Umathe et al., 
2009), whereas NO enhancers increased marble burying behaviour (Umathe et al., 2009). 
Additionally, the antagonism exerted on NMDA receptors reduces NOS activity (Liebenberg 
et al., 2014), since this enzyme is activated primarily after activation of these glutamatergic 
receptors (Dawson and Snyder, 1994). Thus, we also tested the hypothesis that the nitrergic 
pathway would be involved in the mechanism of action of the anti-compulsive-like effect of S-
ketamine. Unexpectedly, L-arginine, a NO precursor, did not block the anti-compulsive-like 
effect of S-ketamine. We choose a dose of L-arginine that was effective in blocking the anti-
compulsive-like effect of L-NAME, a NOS inhibitor used as positive control. Thus, a false 
negative result can be discarded. Considering the non-competitive nature of NMDA 
antagonism by ketamine, despite the administration of a NO substrate, NOS activity would be 
55 
 
persistently inhibited in animals treated with ketamine. In fact, it had been shown that ketamine 
reduces NOS activity at least in rat hippocampus (Liebenberg et al., 2014). However, the 
aforementioned study and other showed that pre-treatment with L-arginine seems to block the 
antidepressant-like effect of ketamine (Liebenberg et al., 2014; Zhang et al., 2013). Thereafter, 
the interaction between L-arginine and ketamine is not clear.  
Regarding the possible involvement of NO pathway in the anti-compulsive-like effect 
of S-ketamine, we also evaluated the effects of combining the NOS inhibitor L-NAME and S-
ketamine in mice exposed to the MBT. We tested doses of L-NAME and S-ketamine that did 
not induce any per se effect. The association of these sub-effective doses of L-NAME and of 
S-ketamine produced anti-compulsive-like effect in mice. In accordance with our result, Zhang 
et al. (2013) showed that combining sub-effective doses of L-NAME and S-ketamine produced 
antidepressant-like effect in rats submitted to the FST. Thus, it is possible that inhibition of 
NOS additionally to blockade of NMDA receptors leads to a reduction in the production of NO 
and contributes to the anti-compulsive-like effect of S-ketamine. Nevertheless, as we did not 
measure if S-ketamine would change brain NO levels in our study, we can only suggest that 
combining L-NAME and S-ketamine resulted in an additive anti-compulsive-like effect in mice 
submitted to the MBT.  
None of the treatments induce significant changes in the distance travelled in the OFT, 
thus changes in the number of buried marbles cannot to be attributed to impairment of 
spontaneous locomotor activity. 
 The current study has some additional limitations that should be noted. Firstly, the 
burying behaviour measured during MBT can be reduced by SSRIs, which are first-line drugs 
for treatment of OCD (Koran and Simpson, 2013). However, burying behaviour can also be 
reduced by benzodiazepines (Nicolas et al., 2006; Njung’e and Handley, 1991b) that are not 
effective for treatment of OCD (Crockett et al., 2004). In this line, the ability of MBT to 
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differentiate the anti-compulsive from anxiolytic-like effect is an open question (Jimenez-
Gomez et al., 2011; Taylor et al., 2017; Wolmarans et al., 2016). On the other hand, a recent 
review showed a consistent agreement between effects of glutamatergic drugs obtained in the 
MBT and those obtained in clinical trials (Hoffman and Cano-Ramírez, 2018). The marble 
burying behaviour is repetitive and does not suffer habituation after repeated exposure (Thomas 
et al., 2009). In addition, this test is easy to perform, dispensing prior needing for 
pharmacological induction of compulsive behaviour or behavioural training. Altogether, 
although is albeit to study ketamine effects in other animal models related to OCD, the MBT 
appears to be a useful option for screening of new anti-compulsive drugs. 
 Furthermore, we are aware that ketamine has affinity for multiple receptors and 
modulates several neurotransmitter systems that have been implicated in its mechanism of 
action (Abdallah et al., 2018; du Jardin et al., 2016). Given that, additional studies should be 
conducted to completely solved the anti-compulsive-like effect of S-ketamine. Nevertheless, 
our study provides important new information to explain the anti-compulsive-like effect of 
ketamine (Fig. 5). 
 
5. Conclusions 
In summary, our findings indicate that the acute anti-compulsive-like effect of S-
ketamine at sub-anaesthetic dose results, at least in part, from its action on the OFC and requires 
activation of glutamatergic AMPA receptors. In addition, the anti-compulsive-like effect of S-
ketamine seems to be facilitated by inhibition of nitrergic pathway, whereas it does not depend 
on serotonergic neurotransmission.  
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Fig. 5. Mechanism of action proposed for the anti-OCD effect of ketamine. Ketamine, by 
blocking N-methyl-D-aspartate (NMDA) receptors expressed on a subpopulation of 
gabaergic inhibitory interneurons, leads to disinhibition of glutamatergic neurons and 
increased release of glutamate. Glutamate activates post-synaptic α-amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA) receptors, resulting in enhanced brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF) release, activation of the tropomyosin receptor kinase B (TrkB) 
receptor and subsequently activation of the mechanistic target of rapamycin (mTOR). In 
addition, the blockade of NMDA receptors on postsynaptic neurons leads to inhibition of the 
enzyme nitric oxide synthase (NOS), resulting in reduced production of nitric oxide (NO). 
These two actions result in the anti-OCD effect of ketamine. The antagonism of AMPA 
receptors by 2,3-Dioxo-6-nitro-1,2,3,4-tetrahydrobenzo[f]quinoxaline-7-sulfonamide 
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disodium salt (NBQX)  blocks the anti-OCD effect of ketamine and the inhibition of NOS by 
Nω-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME) contributes to its effect. 
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